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Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Polypeptide, welche mindestens eine antigene und/oder immu- 
nogene determinante Gruppe des Htlllproteins (env) des HIV-2 Virus einschliessen, DNA-Sequenzen, die 
5 diese Polypeptide kodieren, rekombinante Vektoren, die diese DNA-Sequenzen enthalten, mit diesen 
rekombinanten Vektoren transformierte Mikroorganismen sowie Verfahren zu deren Herstellung mittels 
rekombinanter DNA Technologie. Die Erfindung betrifft ferner Verfahren zum Nachweis von HIV- Antikorpem 
(HIV-2 AntikSrper Oder HIV-1 und HIV-2 AntikSrper) oder HIV-Viren (HIV-2 Viren Oder HIV-1 und HIV-2 
Viren) in menschlichen Seren Oder anderen biologischen KorperflUssigkeiten. 

to 1986 wurde ein neues Virus mit der Bezeichnung HIV-2 aus westafrikanischen AIDS-Patienten isoliert 
[Clavel et al.. Science 233, 343-346 (1986); Clavel et al., Nature 324, 691-695 (1986)]. Dieses Virus wurde 
auf Grund seiner Morphologre, seines Lymphotropismus und seiner cytophatischen in vitro Wirkung auf T*- 
positive Zellen mit den AIDS verursachenden HIV-1 Viren in Verbindung gebracht. Trotz dieser Shnlichen 
Eigenschaften zeigt ein genetischer Vergleich von HIV-1 und HIV-2 Viren jedoch nur eine begrenzte 

T5 Sequenzhomologie [Guyader et al., Nature 326, 662-669 (1987)1. 

Mehr als 20 verschiedene HIV-2 VirerTwurden aus westafrikanischen AIDS-Patienten aber auch aus 
europSischen AIDS-Patienten isoliert [Guyader et al., supra; Brun-Vezinet et al, Lancet 1. 128-132 (1987)]. 
Die Seren dieser AIDS-Patienten waren im HIV-1 ELISA alie negativ [Brun-Vezinet et al., supra]. Deshalb ist 
das BedUrfnis nach genauen und schnellen Verfahren fur die Diagnose von HIV-2 Viren in menschlichem 

20 Blut und in anderen KorperflUssigkeiten sehr gross. 

EP-A-284 383 (Publikationsdatum 28.9.1988) beschreibt kurze Peptide aus dem HUllprotein (env) und 
Strukturprotein (gag) des LAV-2, die zur Detektion von Antikorpem gegen dieses Virus geeignet sind. In der 
PCT-Anmeldung WO87/04459 (Publikationsdatum 30.7.1987) wird die Isolierung und Charakterisierung von 
HIV-2, insbesondere des grossen HUllproteins (env) sowie bestimmter Fragmente davon, beschrieben. EP- 

25 A-283 327 (Publikationsdatum 21.9.1988) beschreibt kurze Peptide aus den env Proteinen von HIV-1, HIV-2 
und SIV-1 mit homologen Sequenzen. 

Durch die Anwendung rekombinanter DNA-Techniken wurden deshalb neue Polypeptide mit einer 
Aminosauresequenz, die mit mindestens einer antigenen und/oder immunogenen determinanten Gruppe 
des HUllproteins (env) des HIV-2 Virus ubereinstimmt, hergestellt. Diese Polypeptide gestatten den 

30 Nachweis von HIV-2 Antikorpem oder HIV-2 Viren oder Fragmenten davon in menschlichen Seren oder 
anderen biologischen KorperflUssigkeiten. 

Die vorliegende Erfindung betrifft deshalb Polypeptide mit einer Aminosauresequenz, die mit minde- 
stens einer antigenen und/oder immunogenen determinanten Gruppe des HIV-2 env-Proteins Uberein- 
stimmt. 

35 Genauer gesagt, betrifft die vorliegende Erfindung ein Polypeptid mit der AminosSuresequenz 

SerAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArgGlnValCysHisThrThr 
ValProTrpValAsnAspSerLeuAlaProAspTcpAspAsnMetThrTrpGln 

40 

GluTrpGluLysGlnValArgTyrLeuGluAlaAsnlleSerLysSerLeuGlu 
GlnAlaGlnGly (ENV(60)) (I) 



45 Oder Fragmente Oder funktionelle Aequivalente davon, kovalent verknupft mit einem Affinitatspeptid und 
einem Polypeptid, dessen Aminosauresequenz mit mindestens einer antigenen und/oder immunogenen 
determinanten Gruppe des HIV-1 HUllproteins (env) und/oder des HIV-1 Strukturproteins (gag) Uberein- 
stimmt. Da solche Fusionsproteine sowohl antigene und/oder immunogene determinanten Gruppe von HIV-1 
als auch HIV-2 Viren aufweisen, stellen diese Fusionspolypeptide ein wirksames diagnostisches Werkzeug 

so zum gleichzeitigen Nachweis von HIV-1 und HIV-2 Antikorpen oder HIV-1 und HIV-2 Viren oder Fragmenten 
davon in menschlichen Seren oder anderen biologischen KorperflUssigkeiten dar. 

Die bevorzugten Polypeptide gemass der vorliegenden Erfindung sind durch die allgemeinen Formeln 

A-B-C 
55 A - C - B 
und 

C- B- A 
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definiert, worin 

A ein Affinitatspeptid ist, 

B ein Polypeptid mit der Aminosauresequenz der Formel I ist, und 

C ein Polypeptid, dess n Aminosauresequenz mit mindestens einer antigenen und/oder immunoge- 
nen determinanten Gruppe HIV-1 HQIIproteins (env) und/oder des HIV-1 Strukturproteins (gag) 
Gbereinstimmt, ist. 
Ein besonders bevorzugt erfindungsgemass Polypeptid hat der Formel 

MetArgGlySetGluAlaGlnGlnHisLeuLeuGlnLeuThrValTrpGlylleLysGln 
LeuGlnAlaArglleLeuAlaValGluArgTyrLeuLysAspGlnGlnLeuLeuGlylle 
TrpGlyCysSerGlyLysLeuIleCysThrThrAlaValProTrpAsnAlaSecTrpSec 
AstiLysLeuLeuGluGlnlleTrpAsnAsnMetThrTrpMetGluTrpAspArgGluIle 
AsnAsnTyrThrGlySerGlylleArgLeuArgProGlyGlyLysLysLysTyrLysLeu 
LysHisIleValTrpAlaSerArgGluLeuGluArgPheAlaValAsnProGlyLeuLeu 
GluThrSerGluGlyCysArgGlnlleLeuGlyGlnLeuGlnProSerLeuGlnThrGly 
SerLysGluLeuArgSerLeuTycAsnThrValAlaThrLeuTyrCysValHisGlnArg 
I leGluI leLysAspThrLysGluAlaLeuAspLysValGluGluGluGlnAsnAsnSer 
LysLysLysAlaGlnGlnGluAlaAlaAspAlaGlyAsnArgAsnGlnValSerGlnAsn 
TyrProIleValGlnAsnLeuGlnGlyGlnMetValHisGlnAlalleSerProArgThr 
LeuAsnAlaTrpValLysValValGluGluLysAlaPheSerProGluVallleProMet 
PheSerAlaLeuSerGluGlyAlaThrProGlnAspLeuAsnThrMetLeuAsnThrVal 
GlyGlyHisGlnAlaAlaMetGlnMetLeuLysGluThrlleAsnGluGluAlaAlaGlu 
TrpAspArgLeuHisProValHisAlaGlyProIleAlaProGlyGlnMetArgGluPro 
ArgGlySerAspIleAlaGlyThrThrSerThrLeuGlnGluGlnlleGlyTrpMetThr 
AsnAsnProProIleProValGlyGluIleTyrLysArgTrpIlelleLeuGlyLeuAsn 
LysIleValArgMetTyrSerProThrSerlleLeuAspIleLysGlnGlyProLysGlu 
ProPheArgAspTyrVaLAspArgPheTyrLysThrLeuArgAlaGluGlnAlaThtGln 
GluValLysAsnTrpMetThrGluThrLeuLeuValGlnAsnAlaAsnProAspCysLys 
Thrl leLeuLysAlaLeuGlyProAlaAlaThrLeuGluGluMetMetThrAlaCysGln 
GlyValGlyGlyProGlyHisLysAlaArgValLeuAlaGluAlaMetSerGlnValThr 
GlySerAlaAlalleMetMetGlnArgGlyAsnPheArgAsnGlnArgLysThrValLys 
CysPheAsnCysGlyLysGluGlyHislleAlaArgAsnCysArgAlaProArgLysLys 
GlyCysTrpLysCysGlyLysGluGlyHisGlnMetLysAspCysThrGluArgGlnAla 
AsnPheLeuGlyLysIleGlyArgSerAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 
GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerLeuAlaProAspTrpA6pAsn 
MetThrTrpGlnGluTcpGluLysGlnValArgTyrLeuGluAlaAsnlleSecLysSer 
LeuGluGlnAlaGlnGlySecHisHisHisHisHisHis 

(ENV(80)-GAG(419)-ENV(60) ) (IV) 

Der Ausdruck "funktionelle Aequivalente" der im Zusammenhang mit den erfindungsgemassen Poly- 
peptiden verwendet wird, bezieht sich auf Polypeptide, deren Aminosauresequenzen durch Nukleotidsubsti- 
tutionen, Nukleotid-Deletionen, Nukleotid-lnsertionen oder Nukleotid-Additionen aus den oben gezeigten 
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AminosSur s quenz n hervorgegangen sind und mit mindestens einer antigenen und/oder immunogen n 
determinanten Gruppe des HIV-2 nv-Proteins Ubereinstimmen. 

Gewisse Substitutionen in der Aminosauresequenz eines Polypeptids haben keinen Einfiuss auf die 
biologische Aktivitat eines Polypeptids. Beispiele solcher AminosSuresubstitutionen sind Ala/Ser, Val/lle. 
5 Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, 
LeuA/al, Ala/Glu und vice versa (vgl. Doolittle, in "The Proteins", ed. Neurath, H, und Hill, R.L., Academic 
Press, New York [1979]). 

Unter einem AffinitStspeptid werden Peptide verstanden, die eine Aminosauresequenz enthalten, die 
bevorzugt an ein Affinitatschromatographietragermaterial bindet. Beispiele fur solche Affinita'tspeptide sind 

io Peptide, die mindestens zwei Histidinreste enthalten (siehe hierzu europaische Patentanmeldung, Publ. NK 
282 042). Solche Affinitatspeptide binden selektiv an Nitrilotriessigsaure-Nickelchelatharze [Hochuli and 
Dobeli, Biol. Chem. Hoppe-Seyler 368, 748 (1987); europaische Patentanmeldung, Publ, Nr. 253 303]. 
Polypeptide, die ein solches Affinitatspeptid enthalten, konnen damit selektiv von den Obrigen Polypeptiden 
abgetrennt werden. Das Affinita'tspeptid kann entweder mit dem C-Terminus Oder dem N-Terminus der 

15 Polypeptide mit der Aminosauresequenz der Formel I Oder Fragmenten oder funktionellen Aequivalenten 
davon verknupft sein. 

Die erfindungsgemassen Polypeptide k6nnen aufgrund ihrer Herstellungsverfahren Methionin (fUr das 
ATG kodiert) als erste N-terminale Aminosaure enthalten. Andererseits kann der mikrobielle Wirt das 
Translationsprodukt teilweise Oder vollstandig prozessieren, wodurch das N-terminale Methionin abgespal- 
20 ten wird. 

Die erfindungsgemSssen Polypeptide konnen auch in Form von Multimeren, z.B. in Form von Dimeren, 
Trimeren, Tetrameren etc., vorliegen. NatUrlich konnen die erfindungsgemassen Polypeptide auch mit 
Polypeptiden, deren Aminosauresequenz mit mindestens einer antigenen und/oder immunogenen Determin- 
ante des HIV-2 Strukturproteins (gag) ubereinstimmt, kovalent verknupft sein. 

25 Die Erfindung liefert ferner DNA-Sequenzen, die die erfindungsgemassen Polypeptide kodieren, rekom- 
binante Vektoren die diese DNA-Sequenzen enthalten, einzellige Organismen zur Herstellung der erfin- 
dungsgemassen Polypeptide sowie Verfahren zur Herstellung solcher DNA-Sequenzen, rekombinanter 
Vektoren und einzelligen Organismen. Es werden auch Methoden zur Expression, Isolierung und Reinigung 
der erfindungsgemassen Polypeptide beschrieben. Die so hergestellten erfindungsgemassen Polypeptide 

30 konnen mit den Methoden dieser Erfindung fur eine Anzahl wichtiger immunologischer Prozesse verwendet 
werden. 

Die erfindungsgemassen Polypeptide konnen als diagnostisches Reagens zum Nachweis von Antikor- 
pern gegen HIV-2 Viren Oder zum gleichzeitigen Nachweis von Antikorpern gegen HIV-1 und HIV-2 Viren 
(im folgenden kollektiv als Antikorper gegen HIV-Viren bezeichnet) in menschlichen Seren verwendet 

35 werden. Da sie in homogener Form hergestellt werden konnen, konnen Probleme mit unspezifischen 
Reaktionen, die die Verwendung von diagnostischen Reagenzien auf der Basis relativ roher viraler HIV 
Proteinlysate in der Vergangenheit eingeschrankt haben, eliminiert werden. 

Als Immunogen verwendet, konnen die erfindungsgemassen Polypeptide zur Produktion von Antikor- 
pern, die gegen die in diesen Polypeptiden enthaltenen antigenen determinanten Gruppen gerichtet sind, in 

40 Tieren verwendet werden. Solche Antikorper wiederum konnen in Verbindung mit den erfindungsgemassen 
Polypeptiden, die entsprechend markiert wurden, in einem Radioimmunassay (RIA) oder in einem Enzym- 
immunassay (ELISA) verwendet werden, urn die Gegenwart von HIV-2 Viren oder HIV-1 und HIV-2 Viren (im 
folgenden kollektiv als HIV-Viren bezeichnet) oder Partikeln davon in menschlichen Seren oder in anderen 
biologischen FIGssigkeiten, wie z.B. in TranenflUssigkeit, Samen, Vaginalsekret und Speichel, festzustellen. 

45 Die Partikel (oder Fragmente) von HIV-Viren, die mit diesen Methoden nachgewiesen werden konnen, 
umfassen natiirliche Teile der viralen HIV-HOIIproteine (env). 

Die erfindungsgemassen Polypeptide konnen mittels konventioneller Methoden der Peptidsynthese, in 
flUssiger oder, vorzugsweise an fester Phase, wie der Methode von Merrifield (J. Am. Chem. Soc. 85, 2149- 
2154 [1963]), oder mittels anderer gleichwertiger Methoden des Standes der Technik, hergestellt werden. 

so Andererseits konnen die erfindungsgemassen Polypeptide auch unter Verwendung der Methoden der 
DNA-Rekombinationstechnik [Maniatis et al. in "Molecular Cloning - A Laboratory Manual", Cold Spring 
Harbor Laboratory (1982)] hergestellt werden. Beispielsweise konnen die DNA-Sequenzen, die fOr die 
erfindungsgemassen Polypeptide codieren, mittels konventioneller chemischer Methoden synthetisiert wer- 
den, z.B. mittels der Phosphotriestermethode [Narang et al., In Meth. Enzymol. 68, 90-108 (1979)] od r 

55 mittels der Phosphodiestermethode [Brown et al., Meth. Enzymol, 68, 109-151" (1979)]. Bei beiden 
Methoden werden in der Regel langere Oligonukleotide synthetisiert, dte~in vorgegebener Art und Weise 
aneinander gehangt werden. Die Nukleotidsequenzen der DNA-Fragmente konnen mit denjenigen Nukleo- 
tidsequenzen, di die natQriichen HIV-2 Oder HIV-1 und HIV-2 Polypeptide codieren, identisch sein. Da der 
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gen tisch Code degeneriert ist, besteht andererseits die Moglichkeit, dass t ilweis Oder vollstandig 
unterschiedliche Nukleotidsequenzen die gleichen Polypeptide codieren. Gegeben nfalls konnen fur die 
Nukleotidsequenzen solche Codons gew§hlt werden, die auch vom Wirtsorganismus, der zur Expression 
des Polypeptids verwendet wird, bevorzugt verwendet werden [Grosjean et al. f Gene 18, 199-209 (1982)]. 
5 Dabei muss aber darauf geachtet werden, dass die so erhaltenen DNA-Sequenzen keine Teilsequenzen 
enthalten, die die Konstruktion von Expressionsvektoren, z.B. durch Einfuhrung einer unerwiinschten 
Restriktionsenzymschnittstelle, erschweren. 

Im weiteren kQnnen die DNA-Sequenzen, die fur die erfindungsgemassen Polypeptide kodieren, auch 
hergestellt werden, in dem man ein DNA-Fragment, das fUr die Aminosauresequenz der Formel I kodiert, 

/o aus isolierter proviraler HIV-2 DNA oder aus genomischer DNA von Zelien, in welche das provirale HIV-2 
Genom integriert wurde, isoliert und anschliessend in einen geeigneten Vektor, der die Teilsequenzen A 
und C der allgemeinen Formeln A-B-C, A-C-B und C-B-A kodiert, einbaut. 

Nach der Herstellung der DNA-Sequenzen, die fur die erfindungsgemassen Polypeptide kodieren, 
konnen diese nach bekannten Methoden in jeden geeigneten Expressionsvektor, der die notwendigen 

rs Expressionssignale liefert, eingebaut werden. Geeignete Vektoren konnen aus Segmenten von chromoso- 
malen, nicht-chromosomalen und synthetischen DNA-Sequenzen zusammengesetzt sein, wie z.B. verschie- 
dene bekannte Plasmide und Phagen DNA's. Hierzu kann auf das vorstehend genannte Lehrbuch von 
Maniatis et al. verwiesen werden. Besonders geeignete Vektoren sind Plasmide der pDS-Familie [Bujard et 
al., Methods in Enzymology, Hrsg. Wu und Grossmann, Academic Press, Inc., Vol. 155, 416-433 (1987)]. 

20 In den bevorzugten Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfindung wurde ein synthetisches BamH1 
Fragment, welches die AminosSuresequenz der Formel I kodiert (env(60)-Gen), mit BamH1 bzw. Bglll 
gespaltener DNA des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis und mit Bglll gespaitener DNA des Plasmids pRBSII- 
env(80)-gag(419)-6xHis verbunden, urn die Expressionsvektoren penv(60)-DHFR, pDHFR-env(60) und 
pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis zu isolieren, welche die Synthese der besonders bevorzugten erfin- 

25 dungsgemassen Polypeptide der Formeln ll-IV kodieren. Die Synthese des synthetischen env(60)-Gens ist 
in Beispiel 1 beschrieben. Seine Nukleotidsequenz und die davon abgeleitete AminosSuresequenz (ENV- 
(60)) ist in Figur 1 gezeigt. Die Konstruktionen der Plasmide pDS78/RBSII, 6xHis, penv(60)-DHFR, pDHFR- 
env(60). pRBSII-env(80)-gag(419)-6xHis und pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis werden im Detail in den 
Beispielen 2-4, 6 und 7 beschrieben. 

30 Die Expressionsvektoren, welche die DNA-Sequenzen, die fur die erfindungsgemassen Polypeptide 
kodieren, operativ mit einer Expressionskontrollsequenz verknupft enthalten, konnen in an sich bekannter 
Weise in jeden geeigneten Wirtsorganismus eingefuhrt werden. Die Auswahl eines geeigneten Wirtsorganis- 
mus wird von verschiedenen dem Fachmann bekannten Faktoren bestimmt. So spielen beispielsweise 
Kompatibilitat mit dem ausgewahlten Vektor, Toxizitat des Expressionsproduktes, Expressionscharakteristi- 

35 ka, notwendige biologische Sicherheitsvorkehrungen und Kosten eine Rolle und es muss ein Mittelweg 
zwischen alien diesen Faktoren gefunden werden. 

Als geeignete Wirtsorganismen kommen gram-negative und gram-positive Bakterien in Frage, beispiels- 
weise E. coli und B. subtilis Starnme. Besonders bevorzugte Wirtsorganismen der vorliegenden Erfindung 
sind der E. coli Stamm M15 (von Villarejo et al. in J. Bacterid. 120, 466-474 [1974] als 02 291 

40 beschrieben) und E. coli W3110 (ATCC Nr. 273325). Ausser den oben genannten E. coli StSmmen konnen 
aber auch andere allgemein zugangliche E. coli Starnme, beispielsweise E. coli 294 (ATCC Nr. 31446) und 
E. coli RR1 (ATCC Nr. 31343) verwendet werden. 

Die Art und Weise wie die Expression der erfindungsgemassen Polypeptide erfolgt ist abhangig vom 
gewShlten Expressionsvektor/Wirtszellsystem. Ueberlicherweise werden die Wirtsorganismen, die einen 

45 gewOnschten Expressionsvektor enthalten, unter Bedingungen, die fur das Wachstum der Wirtsorganismen 
optimal sind, vermehrt. Gegen Ende des exponentiellen Wachstums, wenn die Zunahme der Zellzahl pro 
Zeiteinheit abnimmt, wird die Expression des gewlinschten Polypeptids induziert, d.h. die das gewunschte 
Polypeptrd kodierende DNA wird transkribiert und die transkribierte mRNA wird translation. Die Induktion 
kann durch Zugabe eines Induktors oder eines Derepressors zum Wachstummedium oder durch Verande- 

50 rung eines physikalischen Parameters, z.B. einer Temperaturanderung. orfolgen. In den in den bevorzugten 
AusfUhrungsformen der vorliegenden Erfindung verwendeten Expressionsvektoren, wird die Expression 
durch den lac-Repressor kontrolliert. Durch Zugabe von lsopropyl-0-D-thiogalactopyranosid (IPTG) wird die 
Expressionskontrollsequenz dereprimiert und dadurch die Synthese des gewlinschten Polypeptids induziert. 
Zur Isolierung von geringen Mengen an erfindungsgemassen Polypeptiden fur analytische Zwecke, z.B. 

55 fOr Polyacrylamidgelektrophoresen, konnen die Wirtsorganismen mittels eines Detergenz, z.B. Natriumdo- 
decylsulfat (SDS) aufgeschlossen werden. Zur Isolierung von grossen Mengen an erfindungsgemassen 
Polypeptiden konnen die Wirtsorganismen durch mechanische [Charm et al., Meth. Enzymol. 22, 476-556 
(1971)], enzymatische (Lysozymbehandlung) oder chemische (Detergenzbehandlung, Harnitoff- Oder 

5 
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Guanidiniumchlorid-B handlung, etc.) Mittel, Oder durch eine Kombination dieser Mittel, aufgeschloss n 
werd n. 

Nachdem die erfindungsgemassen Polypeptide aus den Wirtsorganismen herausgelSst sind, k6nnen 
sie mittels bekannt r Methoden. z.B. mittels Zentrifugation bei unterschiedlichen Geschwindigk iten. mittels 

5 PrSzipitation mit Ammoniumsulfat, mittels Dialyse (bei Normaldruck Oder bei reduziertem Druck), mittels 
praparativer Isoelektrofokussierung, mittels praparativer Gelelektrophorese Oder mittels verschiedener chro- 
matographischer Methoden wie Gelfiltration, Hochieistungs-Flussigkeitschromatographie (HPLC), tonenaus- 
tauscherchromatographie, Umkehrphasenchromatographie und Affinitatschromatographie (z.B. an Sepharo- 
se Blau C1-6B oder an tragergebundenen, gegen die erfindungsgemassen Polypeptide gerichteten mono- 

w klonalen Antikorpern) gereinigt werden. Vorzugsweise jedoch werden die erfindungsgemassen Polypeptide 
an NitrilotriessigsSure (NTA)-Harzen der allgemeinen Formel Tragermatrix-Spacer-NH-(CH 2 )x -CH(COOH-N- 
(CH 2 COO")2Ni 2 *, worin x 2, 3 oder 4 bedeutet„ gereinigt. Als TrSgermatrix kommen Materialien in Frage, 
wie sie in der AffinitSts- und Gelchromatographie verwendet werden, beispielsweise vernetzte Dextrane, 
Agarose (insbesondere in der unter dem Warenzeichen Sepharose® bekannten Form) oder Polyacrylamide. 

75 Als Spacer kommen die aus der Affinitats-Chromatographie bereits bekannten Spacer-Gruppen in Frage^ 
wobei die Gruppen -0-CH 2 -CH(OH) -CH 2 - und -O-CO- bevorzugt sind. 

Ein besonders bevorzugtes NTA-Harz fUr die Reinigung der erfindungsgema'ssen Polypeptide ist das 
der Formel 

20 [Sepharose®CL 6B]-0-CH 2 -CH(OH)-CH2-NH-(CH2)4CH(COOH)-N(CH 2 COO-)2Ni 2 *. 

Die nach den vorstehend beschriebenen Methoden erhSltlichen erfindungsgemassen Polypeptide 
konnen, wie bereits vorstehend erwahnt, als diagnostische Werkzeuge zum Nachweis von Antikorpern 
gegen HIV-Viren in menschlichen Seren verwendet werden. Die erfindungsgemassen Polypeptide konnen 

25 zu diesem Zweck in zahlreichen, bekannten Nachweisverfahren verwendet werden. 

Beispielsweise konnen die erfindungsgemassen Polypeptide nach bekannten Methoden markiert wer- 
den und diese markierten Polypeptide dann zur Ausbildung von Polypeptid/Antikorper-Komplexen mit einer 
menschlichen Serumsprobe, die im Verdacht steht Antikorper gegen HIV-Viren zu enthalten, vermischt 
werden. Die gebildeten Komplexe konnen dann in an sich bekannter Weise nachgewiesen werden. Die 

30 erfindungsgemassen Polypeptide konnen aber auch an einen festen Tra'ger gekoppelt und dann mit einer 
menschlichen Serumsprobe in Kontakt gebracht werden, urn ein weiteres Beispiel zu geben. Antikorper 
gegen HIV-Viren in der Probe binden an dieses gekoppelte Polypeptid und die so gebildeten Komplexe 
konnen, nachdem nicht-gebundene Polypeptide und Antikorper durch Waschung entfernt wurden, mittels 
eines Reagenz, wie beispielsweise Staphylococcus aureus Protein A (beispielsweise mit 125 Jod markiert) 

35 oder einem zweiten anti-lg-Antikorper (beispielsweise mit einem Radioisotop oder mit Meerrettichperoxida- 
se markiert) nachgewiesen werden. Viele Modifikationen und Variationen dieser vorstehend genannten 
Nachweismethoden liegen fur den Fachmann im Bereich des moglichen, von denen einige im folgenden 
vorgeschlagen werden. 

Durch Verwendung von Antikorpern gegen die erfindungsgemassen Polypeptide (im folgenden anti- 
40 HIV-Antikorper) konnen verschiedene diagnostische Tests zur Erkennung von HIV-Viren oder Fragmenten 
davon in menschlichen Seren Oder in anderen biologischen Flussigkeiten entwickelt werden. Solche 
Antikorper konnen durch Injektion einer immunogenen Zusammensetzung, enthattend ein erfindungsgemas- 
ses Polypeptid und ein physiologisch vertragliches Tragermaterial, in einen Sauger oder Vogel hergestellt 
werden. Die fUr die Injektion notwendige Menge Protein ist dem Fachmann bekannt oder kann nach 
45 bekannten Methoden bestimmt werden. Der im Zusammenhang mit der vorliegenden Erfindung verwendete 
Ausdruck "Tragermateriar bezieht sich entweder auf bekannte Zusammensetzungen, die fur menschliche 
Verabreichung geeignet sind, oder auf bekannte, bei der Tierimpfung verwendete Adjuvantien. Geeignete 
Adjuvantien fOr die Anwendung an Mensch und Tier sind dem Fachmann bekannt [WHO Techn. Rep. 
Series 595, 1-40 (1976); Jollis et al., "Chemical and Biological Basis of Adjuvants", in Molecular Biochemi- 
st) stry and Biophysics Vol. 13, 1-148 (1973) Springer Verlag Berlin]. Die erfindungsgemassen Polypeptide 
konnen aber auch nach Einbau in Liposomen oder andere Mikro-Tragermaterialien oder nach Kopplung an 
Polysaccharide, andere Polypeptide oder andere Polymere verabreicht werden. 

In einem besonders typischen Beispiel folgen einige Wochen nach der ersten Impfung eine oder 
mehrere Zusatzimpfungen, was einen hohen Gehalt an anti-HIV-Antikorpern zur Folge hat. Diese konnen 
55 dann in an sich bekannter Weise isoliert werden. 

Naturlich konnen auch monokionale Antikorper fur die vorstehend genannten Tests verwendet werden. 
Die Methoden zur Herstellung solcher Antikorper sind dem Fachmann bekannt [Kohler et al., Nature 256, 
495-497(1975)]. 
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Die nach den vorstehend beschriebenen Methoden erhaltlichen anti-HIV-Antikorper konnen, wie bereits 
vorstehend erlautert, fOr verschiedene diagnostische Tests zum Nachweis von HIV-Viren oder Fragmenten 
davon verwendet werden. Solche Tests konnen in Form von Radioimmunoassays, entweder in L6sung oder 
an festem TrSger, durchgefUhrt werden. Es konnen aber auch Enzymimmunoassays durchgefUhrt werden. 
5 Diese Test konnen entweder direkt oder indirekt mittels eines zweiten Antikorpers, der gegen die anti-HIV- 
Antikorper gerichtet ist, durchgefUhrt werden. Zahlreiche Enzymaktivitaten konnen an die Antikorper 
gekoppelt werden, z.B. Peroxidase, Glucoseoxidase, 0-Galactosidase und Alkalische Phosphatase, die nach 
Zugabe einer Substratlosung eine Farbung erzeugen. 

Das Prinzip das vielen dieser Tests zugrunde liegt beruht darauf, dass man menschliches Serum oder 
70 andere biologische FlUssigkeiten, die im Verdacht stehen HIV-Viren oder Fragmente davon zu enthalten, mit 
einer bekannten Menge an anti-HIV-Antikorpern reagieren lasst, so dass Antigen/Antikorper-Komple- 
xeentstehen kbnnen und diese Komplexe in an sich bekannter Weise nachweist. 

Der Fachmann wird auch erkennen, dass es viele andere Nachweisverfahren gibt, bei denen anti-HIV- 
Antiseren zum Einsatz kommen, wie z. B. verschiedene Agglutinationstests. Hierbei wird die Wechselwir- 
75 kung zwischen Antikorpern und HIV-Viren oder Fragmenten davon mittels Anordnungen, in denen Partikel 
mit anti-HIV-Antikorpern Uberzogen sind, nachgewiesen. Solche Partikel sind beispielsweise Latex-Kugeln, 
Liposomen, Erythrozyten, Polyacrylamidkugeln oder irgendein geeignetes Polymer. 

Die vorstehend beschriebenen Methoden zum Nachweis von HIV-Viren oder von Antikorpern gegen 
HIV-Viren konnen in geeigneten Test-Kits bestehend aus einem Gefass, welches ein erfindungsgemasses 
20 Polypeptid oder anti-HIV-Antikorper der vorliegenden Erfindung enthalt, durchgefUhrt werden. 

Die folgenden Figuren und die nachfolgenden Beispiele tragen zum besseren VerstSndnis der vorlie- 
genden Erfindung bei, ohne sie zu beschranken. 

In den Figuren treten die folgenden Abkurzungen und Symbole auf: 

B ( Bg, E, H, P, Sa, X und Xb bezeichnen Schnittstellen fur die Restriktionsenzyme BamHI, Bglll, EcoRI, 
25 Hindlll, Pstl. Sail, Xhol bzw. Xbal. 



C 




30 reprSsentiert die Promotoren der Gene bla, lad und neo; 




35 reprSsentiert die ribosomalen Bindungsstellen der Gene bla, cat, neo und lacl; 

Himin 

40 reprasentiert die Terminatoren to und T1 ; 

45 reprasentiert das regulierbare Promotor/Operator Element N250PSN250P29; 

so reprasentiert die ribosomale Bindungstelle RBSII;-* reprasentiert die kodierende Region unter Kontrolle 
dieser ribosomalen Bindungsstelle; 

55 
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reprasentiert die Regionen, di fur die sechs Histidine kodiert; 



reprSsentiert die fOr die Replikation benotigte Region (repl.); 



reprasentiert kodierende Regionen fUr Dihydrofolatreduktase (dhfr), Chloramphenicolacetyltransferase, lac- 
Repressor (lad), ^-Lactamase (bla) und Neomycinphosphotransferase (neo); 



reprasentiert das synthetische env(60)-Gen; 



reprasentiert HIV-1 gag-Genfragmente. 

Fig. 1 Darstellung der Nukleotidsequenz des synthetischen HIV-2 env(60)-Gens und die davon 
abgeleitete Aminosauresequenz des HIV-2 ENV(60) Polypeptide. Die individuellen Oligonu- 
kleotidfragmente, aus denen das synthetische HIV-2T env(60)-Gen zusammengesetzt ist, sind 
durch die Zahlen 1-14 gekennzeichnet. 

Fig. 2 Schematische Darstellung des Plasmids pDS78/RBSII. 

Fig. 3 Nukleotidsequenz des Plasmid pDS78/RBSII. In der Sequenz sind die Erkennungsstellen fUr 
die in Fig. 2 aufgefUhrten Restriktionsenzyme uberstrichen, wahrend die fur jS-Lactamase 
bzw. Dihydrodfolatreduktase kodierenden Regionen unterstrichen sind. 

Fig. 4 Schematische Darstellung des Plasmids pDMI,1 

Fig. 5 Nukleotidsequenz des Plasmids pDMI,1. In der Sequenz sind die Erkennungsstellen fUr die in 
Fig. 4 aufgefiihrten Restriktionsenzyme uberstrichen, wahrend die fOr Neomycinphosphot- 
ransferase bzw. lac-Repressor kodierenden Regionen unterstrichen sind. 

Fig. 6 Schematische Darstellung der Herstellung des Xhol/BamHI-Fragments mit dem regulierbaren 
Promotor/Operator-Element N250PSN250P29, der ribosomalen Bindungsstelle RBSII sowie 
der fur sechs Histidine kodierenden Region. 

Fig. 7 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pDS78/RBS!l, 6xHis unter Verwen- 
dung des Plasmids pDS78/RBSII und des Xhol/BamHI-Fragments mit dem regulierbaren 
Promotor/Operator-Element N250PSN250P29, der ribosomalen Bindungsstelle RBSII sowie 
der fUr sechs Histidine kodierenden Region. 

Fig. 8 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmides penv(60)-DHFR. 

Fig. 9 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pDHFR-env(80). 

Fig. 10 Reaktivitat der ENV(60)-DHFR und DFHR-ENV(60) Polypeptide mit HIV positiven Seren. 

Der obere Teil zeigt die elektrophoretische Analyse von E. coli M15 Lysaten enthaltend die 
Plasmide pDS78/RBSII, 6xHis (Spur a), penv(60)-DHFR (Spur b) bzw. pDHFR-env(60) (Spur 
c). Spur d enthalt gereinigtes HIV-1 ENV(80)-DHFR. Der untere Teil zeigt die entsprechenden 
Immunoblots, die mit HIV-2 (links) bzw. HIV-1 (rechts) positivem Serum entwickelt wurden. 
Die M Spuren enthalten vorgefarbte Molekulargewtchtsstandards, deren Grosse in Kilodalton 
angegeben ist. 

Fig. 11 Schematische Darstellung des Plasmids pDS56/RBSII. 

Fig. 12 Nukleosidsequenz des Plasmids pDS56/RBSII. Die in Abbildung 11 aufgefiihrten Schnittstel- 
len fUr Restriktionsenzyme sind uberstrichen wahrend die unter Kontrolle der RBSII stehende 
Region unterstrichen ist. 

Fig. 13 Schematische Darstellung der Konstruktion und Isolierung des BamHI/Xbal-Fragments mit der 
fur 6 Histidine kodierenden Region dem Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1, 
welches bei der Konstruktion des Plasmids pRBSIl-6xHis eingesetzt wurde. 

Fig. 14 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis durch VerknOpfen des 
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in Abbildung 13 g z igten BamHI/Xbal-Fragments mit dem die Replikationsregion nthalten- 

den Xbal/BamHI-Fragment des Plasmids pDS56/RBSII. 
Fig. 15 Schematised Darstellung der Herstellung des HIV-1 BamHI/Bglll-gag(419)-Genfragments. 
Fig. 16 Darstellung der Nukl otidsequenz des im Plasmid pU-GAG enthaltenen HIV-1 gag-Genfrag- 
5 ments. 

Rg. 17 Darstellung der Nukleotidsequenz des im Plasmid p2-3U/Hindlll 10 enthaltenen HIV-1 gag- 
Genfragments. 

Fig. 18 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-gag(419)-6xHis. 
Rg. 19 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(419)-6xHis. 
io Rg. 20 Schematische Darstellung der Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)- 
6xHis. 



Beispiel 1 



75 Herstellung des synthetischen env(60)-Gens 
A) Prinzipien 



Das synthetische HIV-2 env(60)-Gen wurde aus 14 Oligonukleotidfragmenten, deren Lange zwischen 17 
20 und 31 Nukleotiden variierte, zusammengesetzt (siehe Figur 1 ). 



B) Synthese der Oligonukleotidfragmente 



Die Oligonukleotidfragmente 1-14 wurden simultan, an festem Tragermateriat nach dem von Bannwarth 
25 und laiza in DNA 5, 413-419 (1986) beschriebenen Verfahren synthetisiert. 

C) Zusammensetzen der Oligonukleotidfragmente 

Je 100 pmol der Oligonukleotidfragmente 2, 3, 8, 9, 10 bzw. 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13 wurden in 100 ul 

30 Kinasepuffer [Maniatis et al., "Molecular Cloning", Cold Spring Harbor Laboratory (1982)] enthaltend 100 
Einheiten Polynukleotidkinase und 100 uCi y 32 P-ATP (5000 Ci/mmol, bei 37* C wShrend 15 Minuten 
phosphoryliert. Danach wurde ein 10-facher Ueberschuss an kaltem ATP zu den Reaktionsmischungen 
hinzugefOgt. Nach einer weiteren Inkubationszeit von 90 Minuten wurde die Polynukleotidkinase hitzeinakti- 
viert (2 Min., 95 *C) und die phosphorylierten Oligonukleotidfragmente wurden nach Zugabe von ul 5M 

35 Lithiumacetat (LiOAc) und 100 ul Isopropanol wahrend 30 Minuten bei -78' C prSzipitiert. Die prSzipitierten 
Oligonukleotidfragmente wurden dann mit Aethanol gewaschen und getrocknet. Die phosphorylierten Oligo- 
nukleotidfragmente 2, 3, 8, 9, 10 und das nicht phosphorylierte Fragment 1 bzw. die phosphorylierten 
Oligonukleotidfragmente 4, 5, 6, 7, 11, 12, 13 und das nicht phosphorylierte Fragment 14 wurden nach 
bekannten, in der Literatur beschriebenen Methoden [Maniatis et al., supra] hybridisiert und dann in 100 ul 

40 Ligasepuffer [Maniatis et al., supra] enthaltend 31 Einheiten T4-Ligase ligiert (37 *C, 1,5 Stunden). An- 
schliessend wurden die beiden erhaltenen Subfragmente, wie vorstehend beschrieben, prazipiert, dann mit 
Aethanol gewaschen und getrocknet. Die beiden Subfragmente wurden nachfolgend mittels 6% Polyacryla- 
midgelelektrophorese aufgetrennt, nach Standardmethoden eluiert [Maniatis et al., supra], mittels einer 
Sephadex G-50 SSule entsalzt und mittels T4-Ligase, wie vorstehend beschrieben, zum gewOnschten HIV-2 

45 env(60)-Gen miteinander verknOpft Nach der Reinigung des HIV-2 env(60)-Gens mittels den vorstehend 
beschriebenen Verfahren (Polyacrylamidgelelektrophorese, Elution und Entsalzen) wurde es, wie vorstehend 
beschrieben, phosphoryliert. 

Beispiel 2 

50 

Konstruktion des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis 



A. Beschreibung der Plasmide pDS78/RBSII und pDMI,1 

55 Zur Konstruktion des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis wurde das Plasmid pDS78/RBSII verwendet. Mit 
diesem Plasmid sowie dem Plasmid pDMI.1 transformierte E. coli Zellen wurden bei der Deutsch n 
Sammlung von Mikroorganismen in Gottingen am 3. September 1987 nach dem Budapester Vertrag 
hinterlegt [E. coli M15 (pDS78/RBSII, pDMI,1), DSM-Nr: 4232]. 
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Der Anteil von pDS78/RBSH (Fig. 2 und 3), der zwischen den Restriktionsschnittstellen fur Xbal und 
Xhol liegt und die Replikationsr gion sowie das Gen fur ^-Lactamase, das den Z Hen Ampicillinresistenz 
verleiht, nthSIt, stammt urspriinglich aus dem Plasmid pBR322 [Bolivar et al., Gene 2, 95-113 (1977); 
Sutcliffe, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol. 43, 77-90 (1979)]. Jedoch ist das Gen fUr~ die /S-Lactamase 
5 dahingegen modifiziert, dass die Schnittstellen fUr die Restriktionsenzyme Hindi und Pstl eliminiert sind. 
Diese Veranderungen in der DNA-Sequenz wirken sich aber nicht auf die Aminosauresequenz der 0- 
Lactamase aus. Der verbleibende Teil des Plasmids tragt das regulierbare Promotor/Operator-Element 
N250PSN250P29 und die ribosomale Bindungsstelle RBSII. Diese ribosomale Bindungsstelle wurde von 
der ribosomalen Bindungsstelle des Promotors P G 25 des E.coli-Phagen T5 [R. Gentz, Dissertation, Universi- 

70 tat Heidelberg, BRD (1984)] abgeleitet und als EcoRI/Bam HI- Fragment uber DNA-Synthese erhalten. Es 
folgt das Gen der Dihydrofolatreduktase der Maus-Zellinie AT-3000 [Chang et al., Nature 275, 617-624 
(1978); Masters et al., Gene 21^, 59-63 (1983)], das dahingehend verandert wurde, dass direkt vor dem 
Terminationscodon fUr die Tra"nslation eine Schnittstelle fUr das Restriktionsenzym Bglll eingefOhrt wurde. 
Weiterhin enthalt das Plasmid pDS78/RBSII den Terminator to des E. colt-Phagen Lambda [Schwarz et al., 

15 Nature 272, 410-414 (1978)], das Promotor-freie Gen der Chloramphenicolacetyltransferase [Marcoli et al., 
FEBS Letters, 110, 11-14 (1980)] und den Terminator T1 des E. coli rrnB Operons [Brosius et al., J. Mol. 
Biol., 148, 107-127 (1981)]. 

pDS78/RBSII enthalt das regulierbare Promotor/Operator-Element N250PSN250P29 sowie die riboso- 
male Bindungsstelle RBSII. Auf Grund der hohen Effizienz dieser Expressionssignale konnen das Plasmid 

20 pDS78/RBSII und seine Derivate wie das Plasmid pDS78/RBSII,6xHis nur dann stabil in E.coli-Zellen 
gehalten werden, wenn das Promotor/Operator Element durch das Binden eines lac-Repressors an den 
Operator reprimiert wird. Der lac-Repressor ist im lacl-Gen kodiert. N250PSN250P29 kann nur dann 
effizient reprimiert werden, wenn eine ausreichende Zahl von Repressormolekulen in den Zellen vorhanden 
ist. Daher wurde das lacl q -Allel benutzt, das eine Promotormutante enthalt, die zu einer erhohten Expression 

25 des Repressorgens fGhrt. Dieses lacl q -Allel ist im Plasmid pDMI,1 (Fig. 4 und 5) enthalten. Dieses Plasmid 
tr8gt zusStzlich zum lac-l-Gen das neo-Gen, das den Bakterien Kanamycinresistenz verleiht, welche als 
Selektionsmarker benutzt wird. pDMI,1 ist mit den oben erwahnten Plasmtden kompatibel. E.coli-Zellen, die 
mit solchen Expressionsvektoren transformiert werden, mussen pDMI.1 enthalten, urn sicherzustellen, dass 
der Expressionsvektor stabil in den Zellen gehalten wird. Eine Induktion dieses Systems wird durch Zugabe 

30 von IPTG ins Medium bei der gewunschten Zelldichte erreicht. 

Das Plasmid pDMI,1 (Fig. 4 und 5) tragt das neo-Gen der Neomycinphosphotransferase aus dem 
Transposon Tn5 [Beck et aL, Gene 19, 327-336 (1982)], das E.coli-Zellen Kanamycinresistenz verleiht und 
das lac l-Gen [Farabough, Nature 274, 765-769 (1978)] mit der Promotormutation l q [Calos, Nature 274, 
762-765 (1978)], das den lac-Repressor kodiert. Ausserdem enthalt das Plasmid pDMI,1 eine Region ~des 

35 Plasmids pACYC184 [Chang et al., J. Bacteriol. 134 1141-1156 (1978)], die alle Informationen enthalt. die 
fQr die Replikation und stabile Weitergabe an die Tochterzellen notwendig sind. 

B. Konstruktion des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis 

40 Zur Konstruktion des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis (Fig. 6 und 7) wurde das EcoRI/Bam Hl-Fragment 
von pDS78/RBSII mit der ribosomalen Bindungsstelle RBSII urn eine Region verlangert, die fQr sechs 
Histidine kodiert. 

Dazu wurden zunachst zwei komplementare Oligonukleotide, deren Nukleotidsequenz in Fig. 6 als 
doppelstrSngige DNA-Sequenz dargestellt ist, wie vorstehend beschrieben (Bsp. 1, Abschnitt B), syntheti- 

45 siert Die lyophilisierten Oligonukleotide wurden in Wasser aufgenommen und 1 Stunde bei 4*C gelost. Die 
DNA-Konzentration betrug 100 nmol/ml. Zur Phosphorylierung wurden jeweils 150 pmol der beiden 
Oligonukleotide in 20 ul 50 mM Tris/HCI [pH 8,5) und 10 mM MgCI 2 mit 2 pmol T -[ 32 P]-ATP (5000 Ci/mmol) 
und 1 Einheit (E) Polynukleotidkinase wahrend 20 Minuten bei 37 *C inkubiert. Anschliessend wurden 5 
nmol ATP zugegeben und nach weiteren 20 Minuten bei 37 ' C wurden die Reaktionen durch Erhitzen auf 

so 65 *C beendet. 

Die DNA des Plasmids pDS78/RBSII wurde zur Ligierung mit den beiden phosphorylierten Oligonukleo- 
tiden vorberettet, indem zunachst 2 pmol der Plasmid DNA mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten 
wurden. Die Probe wurde mit Phenol extrahiert, ausgeathert und die DNA mittels Lithiumacetat/lsopropanol, 
wie vorstehend beschrieben, ausgefallt. Das Sediment wurde getrocknet und in 20 ul TE-Puffer aufgenom- 
55 men. Zur Ligierung mit den phosphorylierten Oligonukleotiden wurden nun 1,5 pmol der mit BamHI 
geschnittenen Plasmid-DNA mit je 60 pmol der phosphorylierten Oligonukleotide in Ligasepuffer mit 2 
Einheiten T4-DNA Ligase wShrend 2 Stunden bei 15" C inkubiert. Nach einer Inkubation bei 65 - C wShrend 
5 Minuten wurde die ligierte DNA mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten. Danach wurde 
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das Xhol/BamHI-Fragment mit dem regulierbaren Promoter N250PSN250P29, der ribosomalen Bindungs- 
stell© RBSII sowie der fQr 6 Histidine kodierenden Region (Fig. 6) mittels Agarose Gelelektrophorese isoliert 
wurde. 

Zur Konstruktion des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis wurde das genannte Xhol/BamHI-Fragment in das 

5 Plasmid pDS78/RBSIt integriert, wobei das ursprUngliche Xhol-BamHI-Fragment dieses Plasmids ersetzt 
wurde (Fig. 7). Dazu wurden zunachst 1 pmol DNA des Plasmids pDS78/RBSII mit den Restriktionsenzy- 
men Xhol und BamHI geschnitten, bevor das grossere DNA Fragment mittels Agarose Gelelektrophorese 
isoliert wurde. 0,05 pmol dieses Fragments wurden nun mit 0,1 pmol des isolierten Xhol/BamHI-Fragments 
in Ligierungspuffer mit 2 Einheiten T4-DNA Ligase wahrend 2 Stunden bei 15' C inkubiert. E.coli M15 

/o Zellen enthaltend Plasmid pDMI.1 wurden nach der Methode von Morrison [Methods Enzymol. 68, 326-331 
(1979)] fQr die Transformation vorbereitet. Die Ligierungsmischung wurde nach 7-minutigem Erhitzen auf 
65 *C zu 200 ul kompetenter Zellen hinzugefugt Die Mischung wurde 30 Minuten in Eis gehalten, dann 2 
Minuten bei 42 *C inkubiert, und nach der Zugabe von 0,5 ml LB-Medium wahrend 90 Minuten bei 37 *C 
inkubiert. Die Zellen wurden dann auf LB-Agarplatten, die 100 ug/ml Ampiciilin und 25 ul/ml Kanamycin 

rs enthielten, ausplattiert und Ober Nacht bei 37 *C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden mit einem sterilen 
Zahnstocher gepickt, in ein Rohrchen uberfuhrt, das 10 ml LB-Medium mit 100 ul/ml Ampiciilin und 25 
ug/ml Kanamycin enthielt, und 12 Stunden im Schuttelinkubator gehalten. Danach wurden die Zellen 
sedimentiert und die Plasmid-DNA nach der Methode von Methode von Birnboim und Doly [Nucleic Acids 
Res. 7, 1515-1523 (1979)] isoliert. 

20 Je 0,2 ug der isolierten Plasmide wurden mit den Restriktionsenzymen Xhol und BamHI geschnitten, 
urn nachzuprufen, ob ein Fragment, welches das regulierbare Operator/Repressor- Element 
N250PSN250P29, die ribosomale Bindungsstelle RBSII sowie die fur die sechs Histidine kodierende 
Region enthalt, in diesen Plasmiden enthalten ist. Plasmide mit einem solchen Fragment erhielten die 
Bezeichnung pDS78/RBSII,6xHis (Fig. 7). 

25 Urn nachzuweisen, dass die richtige Sequenz in pDS78/RBSII,6xHis enthalten ist, wurde die doppels- 
trSngige zirkula're Plasmid-DNA sequenziert, wobei eine mit 7 -[ 32 P]-ATP markierte Startersequenz (primer) 
benutzt wurde. Diese Startersequenz enthalt die Nukleotide von Position 89-108 des Plasmids pDS78/RBSII. 
0,3 pmol der isolierten Plasmid-DNA wurden mit Alkohol gefallt, das Sediment einmal mit 80% Aethanol 
gewaschen, getrocknet und schliesslich in 8 ul 1/4 Te-Puffer gelost. Die Probe wurde fUr 5 Minuten bei 

30 95 'C inkubiert, auf 0*C abgekuhlt und zentrifugiert (Eppendorf-Tischzentrifuge, 2 Minuten, 12 000 Upm). 
1,5 pmol Startersequenz in einem Volumen von 2 ul wurden zugegeben bevor die Probe zunSchst fQr 2 
Minuten bei 95 'C und dann fur 5 Minuten bei 42 °C inkubiert wurde. Dann wurde die DNA nach der 
Methode von Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 74, 5463-6567 (1977) sequenziert. Da ein 
radioaktiver markierter "Primer" verwendet wurde, wurden alle Reaktionen mit unmarkierten Deoxynukleotid- 

35 triphosphaten durchgefUhrt. Die DNA-Sequenzanalyse ergab, dass pDS78/RBSII,6xHis die in Fig. 6 angege- 
bene Sequenz enthalt. 

Beispiel 3 

40 Konstruktion des Plasmids penv(60)-DHFR 

A) Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids penv(60)-DHFR wurde das mit dem Restriktionsenzym BamHI lineari- 
45 sierte Plasmid pDS78/RBSII,6xHis mit dem synthetisch hergestellten HIV-2 env(60)Gen, verknUpft (Abb. 8). 

B) Preparation des mit BamHI linearisierten Plasmids pDS78/RBSII,6xHis (Fragment 1) 

4 pmol des Plasmids pDS78/RBSII wurden mit dem Restriktionsenzym BamHI geschnitten. Anschlies- 
50 send wurde die DNA mit CIP [calf intestinal phosphatase] behandelt. Die Enzyme wurden dann hitzeaktiviert 
und nach Zugabe von Probenpuffer wurde die DNA in einem 1% low melt Agarose Gel aufgetrennt. Die 
entsprechende DNA Bande wurde nach Anfarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (300 nm) ausge- 
schnitten und die DNA nach Standardmethode extrahiert [Maniatis et al., supra]. 

55 C) Preparation des HIV-2 env(60)-Gens (Fragment 2) 

Die Herstellung dieses Gens ist in Beispiel 1 beschrieben. 
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D) Zusammensetzen des Plasmids penv(60)-DHFR 

0,05 pmol des Fragments 1 und 0,1 pmol des Fragments 2 wurden mit 1E T4-Ligase inkubiert (15*C, 
2h). Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die DNA in den E. coli-Stamm M15, der das Plasmid 
5 pDMI,1 enthielt, transformiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten, enthaltend 100 ug/ml Ampicillin und 
25 ug/ml Kanamycin, ausplattiert. Die Platten wurden fur 15 Stunden bei 37 'C inkubiert. Die Ligierung 
ergab etwa 500 Kolonien. Einzelne Kolonien wurden in je 10 ml LB Medium uberfUhrt, Ober Nacht bei 37* C 
wachsen gelassen und anschliessend wurde die Plasmid-DNA nach Standard-Methoden [Maniatis et at., 
supra] isoliert. 

10 

E) Sequenzanalyse des in das Plasmid pDS78/RBSII,6xHis integrierten HIV-2 env(60)-Gens 

Urn nachzuweisen, dass die richtige HIV-2 env(60)-Gensequenz in der richtigen Orientierung in der 
BamHI Steile des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis enthalten ist, wurde die doppelstrangige zirkulare Plasmid- 
75 DNA sequenziert, wobei ein mit [7- 32 P]-ATP markierte Startersequenz (primer) benutzt wurde. 

0,3 pmol der isolierten Plasmid-DNA wurden mit Alkohol gefallt, das Sediment einmal mit 80% Aethanol 
gewaschen, getrocknet und schliesslich in 8 ul 1/4 TE-Puffer gelost. Nach Zugabe von 2 pmol der 
radioaktiv markierten Startersequenz wurde die Probe zunachst fOr 2 Minuten bei 95* C und fOr 5 Minuten 
bei 42* inkubiert. Danach wurde die DNA nach der Methode von Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
20 74, 5463-6567 (1977)] sequenziert. Die Sequenzanalyse ergab, dass die korrekte HIV-2 env(60)-Gense- 
quenz in der BamHI Restriktionsstelle des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis integriert worden war. 

Beispiel 4 

25 Konstruktion des Plasmids pDHFR-env(60) 

A) Prinzipien 

Zur Konstruktion des Plasmids pDHFR-env(60) wurden das mit dem Restriktionsenzym Bglll linearisier- 
30 te Plasmid pDS78/RBSII,6xHis mit dem synthetisch hergestellten HIV-2 env(60)-Gen verknUpft (Abb. 9). 

B) Preparation des Bglll linearisierten Plasmids pDS78/RBSII,6xHis (Fragment 1 ) 

4 pmol des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis wurden mit dem Restriktionsenzym BGIII geschnitten. An- 
as schliessend wurde die DNA mit CIP [calf intestinal phosphatase] behandelt. Die Enzyme wurden hitzeinakti- 
viert und nach Zugabe von Probenpuffer wurde die DNA in einem 1% low melt Agarose Gel aufgetrennt. 
Die entsprechende DNA-Bande wurde nach Anfarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (300 nm) 
ausgeschnitten und die DNA nach Standardmethode extrahiert [Maniatis et al., supra]. 

40 C- Preparation des HIV-2 env(60)-Gens (Fragment 2) 

Die Herstellung dieses Gens ist in Beispiel 1 beschrieben. 

D) Zusammensetzen des Plasmids pDHFR-env(60) 

45 

0,05 pmol des Fragments 1 und 0,1 pmol des Fragments 2 wurden mit 1E T4-Ligase inkubiert (15*C, 
2h). Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die DNA in den E. coli-Stamm M15, der das Plasmid 
pDMI,1 enthielt, transformiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert, die 100 ug/ml Ampicillin 
und 25 ug/ml Kanamycin enthielten. Die Platten wurden fOr 15 Stunden bei 37 'C inkubiert. Die Ligierung 
so ergab etwa 500 Kolonien. Einzelne Kolonien wurden in je 10 ml LB Medium Liber bei 37* C wachsen 
gelassen und anschliessend wurde die Plasmid-DNA nach Standard-Methoden [Maniatis et al., supra] 
isoliert. 

E) Sequenzanalyse des in das Plasmid pDS78/RB51l,6xHis integrierten HIV-2 env(60)-Gens 

55 

Urn nachzuweisen, dass die richtige HIV-2 env(60)-Gensequenz in der richtigen Orientierung in der Bglll 
Stelle des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis enthalten ist, wurde die doppelstrangige zirkulare Plasmid-DNA 
sequenziert, wobei ein mit [7- 32 P]-ATP markierte Startersequenz (primer) benutzt wurde. 
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0,3 pmol der isoli rten Plasmid-DNA wurden mit Alkohol gefallt, das Sediment einmal mit 80% Aethanol 
gewaschen, getrocknet und schliesslich in 8 ul 1/4 TE-Puffer gelost. Nach Zugabe von 2 pmol der 
radioaktiv markierten Startersequenz wurde die Probe zunSchst fur 2 Minuten b i 95 • C und dann fGr 5 
Minuten bei 42* inkubiert. Dann wurde die DNA nach der Methode von Sanger et al. [Proc. Natl. Acad. Sci. 
5 USA 74, 5463-6567 (1977)] sequenziert. Die Sequenzanaiyse ergab, dass die korrekte HIV-2 env(60)- 
Gensequenz in der Bglll Restriktionsstelle des Plasmids pDS78/RBSII,6xHis integriert worden war. 

Beispiel 5 

10 Reaktivitat der ENV(60)-DHFR und DHFR-ENV(60) Polypeptide mit HIV positiven Seren. 
A. Prinzipien 

Um nachzuweisen, dass das env(60)-Gen eine antigene determinate Gruppe kodiert, die von Antikor- 
;s pern in Seren von HIV-2 infizierten Personen erkannt wird. wurden die Polypeptide ENV(60)-DHFR und 
DHFR-ENV(60) in E. coli exprimiert, danach auf Nitrozellulosefilter transferiert und mit geeigneten Seren 
inkubiert. Das HIV-1 ENV(80)-DHFR Polypeptid [Certa et al., EMBO J. 5, 3051-3056 (1986)] diente als 
Kontrolle. 

20 B. Expression der ENV(60)-DHFR und DHFR-ENV(60) Polypeptide in E. coli 

E. coli M15 Zellen, enthaltend das Plasmid pDMI,1, wurden mit dem Plasmid penv(60)-DHFR bzw. 
pDHFR-env(60) transformiert und in LB-Medium [Maniatis et al., supra], enthaltend 100 ug/ml Ampicillin und 
20 ug/ml Kanamycin, wachsen gelassen. Bei einer optischen Dichte von ODsoo = 0,7 wurden die Kulturen 
25 mit IPTG (2 mM Endkonz.) induziert und fur weitere 4 Stunden wachsen gelassen. Danach wurden die 
Zellen mittels Zentrifugation geerntet. 

C. Analyse der in E. coli exprimierten ENV(60)-DHFR und DHFR-ENV(60) Polypeptide 

30 50 ul der Zellkulturen wurden in 125 mM Tris-HCI, pH 6,8, enthaltend 3% SDS, 3% /8-Mercaptoethanol 
und 20% Glycerin resuspendiert. Die Proben wurden wahrend 5 Minuten gekocht und anschliessend mittels 
12,5% Polyacrylamidgelelektrophorese aufgetrennt [U.K. Laemmli, Nature 227, 680-685 (1970)]. Die Protein- 
banden wurden mittels Coomassie-Blau-Farbung sichtbar gemacht (Fig. 10Toberer Teil). 

35 D. Reaktivitat der ENV(60)-DHFR und DHFR-ENV(60) Polypeptide mit HIV Antikorpern 

Proben der induzierten Zellkulturen (siehe Abschnitt B), ein E. coli Kontroll-Lysat und gereinigtes HIV-1 
ENV(80)-DHFR Polypeptid (1 ug pro Spur) wurden, wie in Abschnitt C beschrieben, elektrophoretisch 
aufgetrennt (2 Gele). Die ungefarbten Gele wurden jeweils mit einer Nitrocellulosemembran bedeckt. Die 

40 belegten Gele wurden dann mit jeweils 2 Blatt Filterpapier bedeckt und in eine Transfer-Kammer UberfOhrt. 
Diese wurde mit Transferpuffer (25 mM Tris, pH 8,3, enthaltend 192 mM Glycin und 20% Methanol) gefUHt 
und der Transfer der Polypeptide erfolgte wahrend 12 Stunden bei 4*C, und 100 mA Stromstarke. Danach 
wurden die Nitrocellulosemembranen zuerst wahrend 4 Stunden bei Raumtemperatur in PBS [Maniatis et 
al., supra], enthaltend 5% getrocknete Magermilch, inkubiert. Dann wurde die eine Nitrocellulosemembran in 

45 PBS, enthaltend 5% getrocknete Magermilch und 1:1000 verdunntes HIV-1 positives Serum, und die andere 
Membran in PBS, enthaltend 5% getrocknete Magermilch und 1:1000 verdunntes HIV-2 positives Serum, 
wahrend 4 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Nitrocellulosemembranen zunachst 
3x mit PBS, enthaltend 0,3% Tween-20, gewaschen und danach wahrend 1 Stunde bei Raumtemperatur in 
PBS, enthaltend 0,3% Tween-20, 5% Ziegenserum und 1:2000 verdunntes Ziegen-Anti-Human-IgG- 

50 Peroxidase-Konjugat (Nordic), inkubiert. Nach drei Waschungen mit PBS wurden die Proteinbanden auf den 
Nitrozellulosemembranen, welche mit Antikorpern reagiert hatten, mittels Inkubation in 25 ml PBS enthal- 
tend 5 ug 4-Chloro-1-naphtol und 5 ul 30% Wasserstoffperoxid, sichtbar gemacht. Die Reaktion wurde 
durch Zugabe von PBS gestoppt. 

Wie in Figur 10 zu sehen ist, werden die ENV(60)-DHFR und DHFR-ENV(60) Polypeptide nur von 

55 Antikorpern im Serum von HIV-2 infizierten Patienten erkannt. Andererseits wird das ENV(80)-DHFR 
Polypeptid nur von Antikorpern im Serum von HIV-1 infizierten Patienten erkannt. 
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Beispi I 6 

Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis 
5 A, Beschreibung des Plasmids pDS56/RBSII 

Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis wurde das Plasmid pDS56/RBSII verwendet. Mit diesem 
Plasmid sowie dem Plasmid pDMI,1 transformierte E. coli Zellen wurden bei der Deutschen Sammlung von 
Mikroorganism in Braunschweig am 23. Dezember 1987 nach dem Budapester Vertrg hinterlegt [E. coli 
io M15 (pDS56/BSII; pDMI,1), DSM-Nr.: 4330]. 

Der Anteil von pDS56/RBSII (Fig. 11 und 12), der zwischen den Schnittstellen fOr die Restriktionsenzy- 
me Xbal und Xhol liegt und die Replikationsregion sowie das Gen fUr die ^-Lactamase, das den Zellen 
Ampicillinresistenz verleiht, enth§lt, stammt ursprOnglich aus dem Plasmid pRB322 (Bolivar et al., supra; 
Sutcliffe, supra). Jedoch ist das Gen fUr die ^-Lactamase dahingegen modifiziert, dass die Schnittstellen fUr 
T5 die Restriktionsenzyme Hindi und Pstl eliminiert sind. Diese Veranderung in der DNA-Sequenz wirken sich 
aber nicht auf die Aminosauresequenz der 0-Lactamase aus. Der verbleibende Teil des Plasmids tragt das 
regulierbare Promotor/Operator- Element N250PSN250P29 gefolgt von der Ribosomenbindungsstelle RBSII, 
die Teil eines EcoRI/BamHI-Fragments ist. Es folgen der Terminator to des E. coli-Phyagen Lambda 
(Schwarz et al. t supra), das Promotor-freie Gen der Chloramphenicolacetyltransferase (Marcoli et al., supra) 
20 und der Terminator T1 des E. coli rrnB Operons (Brosius et al., supra). 

Auf Grund der hohen Effizienz der Expressionssignale N250PSN250P29 und RBSII kann das Plasmid 
pDS56/RBSII und seine Derivate, wie das Plasmid pRBSII-6xHis, auch nur dann stabil in E. coli-Zellen 
gehalten werden, wenn das Promotor/Operator Element durch das Binden eines lac-Repressors an den 
Operator reprimiert ist (siehe hierzu Beispiel 2 t Abschnitt A). 

25 

B. Konstruktion des Plasmids pRBSII-6xHis 

(1) 2 pmol des Plasmids pDS56/RBSII wurden mit dem Restriktionsenzym Hindlll geschnitten. Nach 
Aufarbeitung der Probe wurden dem geschnittenen Plasmid 50 pmol eines phosphorylierten Adaptors 

30 (der fur 6 Histidine kodiert) zugegeben und die Probe mit T4-DNA-Ligase, wie beschrieben, inkubiert. 
Nach Aufarbeitung des Ligierungsansatzes wurde die DNA mit den Restriktionsenzymen BamHI und 
Xbal geschnitten und das BamHI-Xbal-Fragment mit der fur 6 Histidine kodierenden Region, dem 
Terminator to, dem cat-Gen und dem Terminator T1 mittels Agarose-Gelelektrophorese isoliert (Abb. 13). 

(2) 2 pmol des Plasmids pDS56/RBSII wurden mit den Restriktionsenzymen Xbal und BamHI geschnitten 
35 und das Xbal/BamHI-Fragment mit der Replikationsregion, dem bla-Gen dem Promotor 

N250PSN250P29 und der Ribosomenbindungsstelle RBSII mittels Agarose-Gelelektrophorese isoliert 
(Abb. 14). 

(3) Je 0,1 pmol der isolierten Fragmente wurden, wie beschrieben (Beispiel 2), ligiert und anschliessend 
in den E. coli-Stamm M15 (pDMI,1) transformiert Nach Plattierung und Inkubation (Beispiel 2.B) wurden 

40 einzelnen Kolonien in 10 ml Medium, wie beschrieben, aufgewachsen und die Plasmide nach der 
Methode von Birnboim und Doly (supra) isoliert. Eine Restriktionsanalyse mit den Enzymen BamHI und 
Xbal ergab, dass die Plasmide die 2 gewunschten Fragmente enthielten. Diese Plasmide erhielten die 
Bezeichnung pBSII-6xHis (Abb. 14). 

45 Beispiel 7 

Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis 

A) Prinzipien 

so 

Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis wurde das HIV-2 Gen env(60) 
sowie die HIV-1 Gene env(80) und gag(419) mit dem Expressionsvektor pRBSII-6xHis verknupft. 

B) Preparation des mit den Restriktionsenzymen BamHI und Bgill geschnittenen Plasmids pRBSII-6xHis 



2 pmol des Plasmids pRBSII-6xHis wurden mit je 10 Einheiten der Restriktionsenzyme BamHI und Bglll 
geschnitten. Nach Zugabe von Probenpuffer wurde die DNA auf einem 1%-Agarosegel aufgetrennt. Die der 
Plasmid-DNA entsprechende Bande wurde nach Anfarbung mit Ethidiumbromid unter UV-Licht (300nm) 
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ausg schnitten und durch Elektroeluation gereinigt (Maniatis et al., supra). Die Enden dies gereinigt n 
Fragmentes wurden dann mit Phosphatase dephosphoryliert. Anschli ssend wurde die DNA mit Phenol: 
Chloroform (1:1) extrahiert, mit Ethanol gefallt und in 1/4 TE-Puffer gelost. 

5 C) Preparation des HIV-1 gag(419)-Gens 

2 pmol des Plasmids pU-GAG, welches ein Sstl/Bglll Fragment des HIV-1 gag-Gens enthalt (dessen 
Nukleotidsequenz in Figur 16 gezeigt ist), wurden mit 12 Einheiten des Restriktionsenzyms Xmnl verdaut. 
Anschliessend wurde die DNA mit Phenol: Chloroform (1:1) extrahiert und mit 2 Volumen Ethanol bei -20 *C 

70 ausgefallt. Das NDA-Pellet wurde in 50ul 50mM Tris-HCI, pH 7.6, enthaltend 10mM MgCI 2( 10mM DTT, 
0,5mM ATP, 100pmol phosphorylierte lOer BamHI-linker (5'-CCGGATCCGG-3') ( aufgenommen. Nach 
Zugabe von einer Einheit T4-DNA Ligase wurde uber Nacht bei 14* C inkubiert. Dann wurde die Mischung 
wShrend 10 Minuten bei 65 *C inkubiert und mit Restriktionsenzympuffer auf ein Volumen von 100ul 
gebracht. 100 Einheiten BamHI und 10 Einheiten Hindlll wurden zugegeben und die Mischung danach 

75 wahrend 3 Stunden bei 37 *C inkubiert. Anschliessend wurde die DNA mit Phenol und Chloroform extrahiert 
und mit Ethanol gefallt. Das DNA-Pellet wurde in Probenpuffer gelost und auf einem 6%-Polyacrylamidgel 
aufgetrennt. Nach dem Anfa'rben mit Ethidiumbromid wurde eine Bande mit 250 Basenpaaren ausgeschnit- 
ten und durch Elektroeluation isoliert. 

2 pmol des Plasmids p2-3U/HindllM0 t welches ein Hindlll Fragment des HIV-1 gag-Gens enthalt 

20 (dessen Sequenz in Fig. 17 gezeigt ist), wurden mit 11 Einheiten Bglll wahrend einer Stunde bei 37 *C 
verdaut. 10 Minuten auf 65 *C erhitzt, auf Raumtemperatur abgekUhlt und 45 Minuten mit dem Klenow 
Fragment der E.coli DNA polymerase inkubiert. Danach wurde die DNA mit Phenol: Chloroform (1:1) 
extrahiert, mit Ethanol gefallt, in 50ul 50 mM Tris-HCI, pH7.6, enthalend 10mM MgCI 2 , 10mM DTT, 0.5mM 
ATP, 100 pmol phosphorylierter 12er Bglll-linker (5'-GGAAGATCTTCC-3') und 1 Einheit T4 DNA-Ligase, 

25 aufgenommen Uber Nacht bei 14* C inkubiert. Das Reaktionsgemisch wurde dann auf 65 *C erhitzt und mit 
Restriktionsenzympuffer auf ein Volumen von 100uI gebracht. 100 Einheiten Bglll wurden zugegeben und 
danach wurde fOr 3 Stunden bei 37* C inkubiert. Nach Zugabe von NaCI (50mM Endkonzentration) wurden 
10 Einheiten Hindlll zugegeben und es wurde 1 Stunde bei 37 *C inkubiert. Nach der Extraktion mit Phenol: 
Chloroform (1:1) wurde die DNA mit Ethanol gefallt und anschliessend auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. 

30 Ein Fragment mit 1020 Basenpaaren wurde ausgeschnitten und durch Elektroeluation isoliert und gereinigt. 

Je 1 pmol des BamHI-Hindlll Fragments und des Hindlll-Bglll Fragments wurden mit 1 Einheit T4-DNA 
Ligase miteinander verkntipft. Nach Hitzeinaktivierung der Ligase wurden die ligierten Fragmente mit BamHI 
und Bglll nachgeschnitten und auf ein 1% Agarosegel aufgetragen. Das dem HIV-1 gag(419)-Gen entspre- 
chende Fragment wurde durch Elektroeluation isoliert und gereinigt. (Fig. 15) 

35 

D) Preparation des HIV-1 env(80)-Gens 

Die Preparation des HIV-1 env(80)-Gens wurde, wie von Certa et al., [EMBOJ.5, 3051-3056 (1986)] 
beschrieben, hergestellt. 

40 

E) Preparation des HIV-2 env(60)-Gens 

Die Herstellung des HIV-2 env(60)-Gens ist in Beispiel 1 beschrieben. 

45 F) Konstruktion des Plasmids pRBSII-gag(4l9)-6 xHis 

Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-gag(419)-6xHis wurden 0.1 pmol des mit BamHI und Bglll 
linearisierten Vektors pRBSII-6xHis (siehe B) mit 0.3 pmol des gag(419) -Gens durch Inkubation mit 1 
Einheit T4-DNA Ligase bei 14* C Ober Nacht verknupft. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die 
so DNA in den E.coli-Stamm W3110, der das Plasmid pDMI,1 enthielt, transform iert. Die Zellen wurden auf LB- 
Agarplatten ausplattiert, die I00ug/ml Ampicillin und 25ug/ml Kanamycin enthielten. Die Platten wurden 
Ober Nacht bei 37 *C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden uber Nacht bei 37 *C wachsen gelassen und 
anschliessend wurde die Plasmid-DNA nach Standardmethoden [Maniatis et al., supra] isoliert (Fig. 18). 

55 G) Konstruktion des Plasmids pRBSIi-env(80)-gag(41 9)-6xHis 



Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(4l9)-6xHis wurden 0.1 pmol des Plasmids pRBSII- 
gag(419)-6xHis mit BamHI geschnitten unt mit CIP behandelt. Die DNA wurde mit Phenol: Chloroform (1:1) 



15 



EP 0 316 695 B1 



xtrahiert und mit 2 Volumen Ethanol gefallt. Die mit BamHI linearisierte pRBSII-gag(419)-6xHis Plasmid- 
DNA wurde mit 0.3 pmol des HIV-1 env(80)-Gens und 1 Einheit T4-DNA Ligase Uber Nacht bei 14 # C 
inkubiert. Nach Hitz inaktivierung des Enzyms wurde die DNA in den E. coli-Stamm W3110, der das 
Plasmid pDMI,1 enthielt, transformiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten ausplattiert, die 100ug/ml 
s Ampicillin und 25ug/ml Kanamycin enthielten. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37 *C inkubiert. Einzelne 
Kolonien wurden Ober Nacht bei 37 *C wachsen gelassen und anschliessend wurde die Plasmid-DNA nach 
Standardmethoden [Maniatis et al., supra] isoliert (Fig. 19). 

H) Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(4i9)-env(60)-6xHis 

w 

Zur Konstruktion des Plasmids pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis wurden 0.1 pmol des Plasmids 
pRBSII-env(80)-gag(419)-6xHis Bglll geschnitten und mit CIP behandett. Anschliessend wurde die DNA mit 
Phenol: Chloroform (1:1) extrahiert und mit 2 Volumen Ethanol gefSllt. Die mit Bglll linearisierte pRBSM-env- 
(80)-gag(419)-6xHis Plasmid-DNA wurde dann mit 0.3 pmol des HIV-2 env(60)-Gens und 1 Einheit T4-DNA 
is Ligase Uber Nacht bei 14" C inkubiert. Nach Hitzeinaktivierung des Enzyms wurde die DNA in den E. coli- 
Stamm W3110, der das Plasmid pDMIj enthielt, transformiert. Die Zellen wurden auf LB-Agarplatten 
ausplattiert, die 100ug/ml Ampicillin und 25ug/ml Kanamycin enthielten. Die Platten wurden Uber Nacht bei 
37 *C inkubiert. Einzelne Kolonien wurden uber Nacht bei 37 *C wachsen gelassen und anschliessend 
wurde die Plasmid-DNA nach Standardmethoden [Maniatis et al., supra] isoliert (Fig. 20). 

20 

Beispiel 8 

Reaktivitat des ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptids mit HIV positiven Seren 
25 A. Prinzipien 



Um nachzuweisen, dass das ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptid mit Seren von HIV-1 und HIV-2 
infizierten Personen reagiert, wurde das ENV(80)-GAG(418)-ENV(60)-Polypeptid in E. coli exprimiert, 
danach gereinigt und mit geeigneten Seren im Enzymimmunoassay (EIA) getestet. 

30 

B. Expression des ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptids in E. coli 

E. coli W3110 Zellen, enthaltend das Plasmid pDMI.1, wurden mit dem Plasmid pRBSil-env(80)-gag- 
(419)-env(60)-6xHis transformiert und in LB-Medium [Maniatis et al., supra], enthaltend 100ug/ml Ampicillin 
35 und 25ug/ml Kanamycin, wachsen gelassen. Bei einer optischen Dichte von ODsoo = 1,0 wurde die Kultur 
mit IPTG (2 mM Endkonz.) induziert und fur weitere 2 Stunden wachsen gelassen. Danach wurden die 
Zellen mittels Zentrifugation geerntet, 

C. Reinigung des in E. coli exprimierten ENV(80)-GAG(419)-ENV (60)-Polypeptids 

Die geernteten Zellen wurden in PBS-Puffer (0,2 g/l KCI, 8,0 g/l NaCI, 0,2 g/l KH 2 PO*, 1,144 g/l 
Na 2 HPO*. pH 7,0) resuspendiert und mittels Hochdruckhomogenisator aufgebrochen. Das erhaltene Zellho- 
mogenisat wurde zentrifugiert und das Pellet wurde zweimal mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 8,0, 
enthaltend 6M Guanidin'HCI, extrahiert. 

45 Nichtgelostes Material wurde mittels Zentrifugation entfernt und falls notwendig filtriert. Die geklarte 
Losung wurde auf eine NTA-Saule (deren Struktur und Herstellung in der europaischen Patentanmeldung, 
Publikations-Nr. 253 303 beschrieben ist) aufgetragen. Die Saule wurde anschliessend zuerst mit 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer, pH 8,0 enthaltend 6M Guanidin'HCI, und dann mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 
6,5, enthaltend 8M Harnstoff, gewaschen. Die Eluation des ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptids erfolgte 

so mit 0,1 M Natriumphosphatpuffer, pH 4,0, enthaltend 8M Harnstoff. 

Das mittels NTA-Saule erhaltene ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Eluat wurde anschliessend zweimal an 
einer Sephacryl S-200-Saule (Pharmacia, Laufpuffer: 50mM Tris'HCI, pH 7,0, enthaltend 5mM EDTA und 
1% bzw. 0,1% SDS) chromatographiert Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese und AminosSureanaly- 
se konnte eine Reinheit von 89% des erhaltenen ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptids nachgewiesen 

55 werden. 
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D. R aktivitat des g reinigten ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptids mit HIV positiven Ser n 



Das gereinigte ENV(80)-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptid wurde, wie in der uropalschen Patentanmel- 
dung, Publikations-Nr. 270 114 beschrieben, an Polystyrolkugeln gebunden auf seine Reaktivita't mit HIV-1 
s und HIV-2 positiven Seren im Enzymimmunoassay (EIA) getestet. Die mit gereinigtem ENV(80)-GAG(419)- 
ENV(60>Polypeptid und gereinigtem DHFR-ENV(60)-Polypeptid (positive HIV-2 Kontrolle) erhaltenen EIA- 
Werte ergaben folgendes Bild: 



75 



25 



io Seren DHFR-ENV( 60 ) ENV( 80 ) -GAG ( 419 ) -ENV( 60) 

HIV-2 HIV-l/HIV-2 

HIV-1 positive Seren 1 ' 

Mil 3 0,132 1,684 

Mil 22 0,104 2,094 

Mil 24 0,140 2,244 

Mil 26 0,062 2,198 

20 Mil 30 0,059 2,345 

HIV-2 positive Seren 1 ' 

S 1,271 2,072 

K 0,910 2,052 

D 1,559 2,252 

B 1.232 2,104 

Negative Seren 

Nl 0.096 0.092 

N2 0.047 1.110 

N3 0.063 0.076 

N4 0.056 0.087 

N5 0,067 0.088 

^ durch "Western blots" (WB) bestatigt. 

Wie zu sehen ist. werden vom ENV(80-GAG(419)-ENV(60)-Polypeptid alle positiven HIV-1 und HIV-2 
45 Seren erkannt. 

PatentansprUche 

1. Ein Polypeptid mit der Aminosauresequenz 



30 



35 



40 



50 



55 



SerAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArgGlnValCysHisThrThr 
ValProTrpValAsnAspSerLeuAlaProAspTr pAspAsnMetThrTr pGln 
GluTrpGluLysGlnValArgTyrLeuGluAlaAsnl leSerLysSerLeuGlu 
GlnAlaGlnGly (ENV(60)) (I) 
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od r Fragment oder funktionelle Aequivalente davon, kovalent verknupft mit inem Affinita'tspeptid und 
einem Polypeptid, dessen Aminosauresequenz mit mindestens einer antigenen und/oder immunogenen 
determinanten Gruppe des HIV-1 Hullproteins (env) und/oder des HIV-1 Strukturproteins (gag) Uberein- 
stimmt. 

5 

2. Ein Polypeptid gemass Anspruch 1 , mit der folgenden Formel: 

MetArgGlySerGluAlaGlnGlnHisLeuLeuGlnLeuThcValTcpGlyl LeLysGla 
™ LeuGlnAlaArglleLeuAlaValGluAr gTyrLeuLysAspGlnGlnLeuLeuGlyl le 
TrpGlyCysSerGlyLysLeuI leCysThrThrAlaValPcoTrpAsnAlaSerTrpSet 
AsnLysLeuLeuGluGlnlleTrpAsnAsnMetThrTrpMetGluTrpAspArgGluIle 
r5 AsnAsnTyrThrGlySetGlyl leAr gLeuArgPr oGlyGlyLysLysLysTycLysLeu 
LysHisIleValTrpAlaSerArgGluLeuGluArgPheAlaValAsnProGlyLeuLeu 
GluThrSerGluGlyCysArgGlnlleLeuGlyGlnLeuGlnProSerLeuGlnThrGly 
SerLysGluLeuArgSerLeuTyrAsnThcVa lAlaThrLeuTyrCysValHisGlnArg 

20 



I leGluI leLysAspThrLysGluAlaLeuAs pLysVa lGluGluGluGlnAsnAsnSer 
25 LysLysLysAlaGlnGlnGluAlaAlaAspAlaGlyAsnArgAsnGlnValSerGlnAsa 
TyrProIleValGlnAsnLeuGlnGlyGlnMetValHisGlnAlalleSerProArgThr 
LeuAsnAlaTrpValLysValValGluGluLysAlaPheSecProGluVallleProMet 
30 PheSerAlaLeuSerGluGlyAlaThrProGlnAspLeuAsnThrMetLeuAsnThrVal 
GlyGlyHisGlnAlaAlaMetGlnMetLeuLysGluThr I leAsnGluGluAlaAlaGlu 
TrpAspArgLeuHisProValHisAlaGlyProI leAlaPr oGlyGlnMe tArgGluPro 
ArgGlySerAspIleAlaGlyThrThrSerThrLeuGlnGluGlnlleGlyTrpMetThr 

35 

AsnAsnProProIleProValGlyGluI leTyrLysArgTrpI lelleLeuGlyLeuAsn 
LysIleValArgMetTyrSerProThrSerlleLeuAspIleLysGlnGlyProLysGlu 
ProPheArgAspTyrValAspArgPheTycLysThrLeuArgAlaGluGlnAlaThrGln 

40 GluValLysAsnTcpMetThrGluThrLeuLeuValGlnAsnAlaAsnProAspCysLys 
ThrlleLeuLysAlaLeuGlyProAlaAlaThrLeuGluGluMetMetThrAlaCysGln 
GlyValGlyGlyProGlyHisLysAlaAcgValLeuAlaGluAlaMetSerGlnValThr 

4s GlySecAlaAlalleMetMetGlnArgGlyAsnPheArgAsnGlnArgLysThrValLys 
CysPheAsnCysGlyLysGluGlyHisI leAlaAr gAsnCysAcgAlaProArgLysLys 
GlyCysTrpLysCysGlyLysGluGlyHisGlnMetLysAspCysThrGluArgGlnAla 
AsnPheLeuGlyLysI leGlyArgSer AlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArg 

50 GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAspSerLeuAlaPcoAspTrpAspAsn 
MetThrTrpGlnGluTrpGluLysGlnValArgTyrLeuGluAlaAsnlleSecLysSer 
LeuGluGlnAlaGlnGlySerHisHisHisHisHisHis 

55 (ENV(80)-GAG(419)-ENV(60) ) (IV) 
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3. Ein Polypeptid gemass Anspruch 1 oder 2 mit einem zusatzlichen Methioninrest am Aminoende. 

4. Ein Polypeptid gemSss einem der Anspruche 1-3, welches in Bakterien h rgestellt wurde. 

5. Ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-3, welches in E. coli hergestellt wurde. 

6. Eine DNA-Sequenz, welche ein Polypeptid gemass einem der AnsprUche 1-3 kodiert. 

7. Eine DNA-Sequenz gemass Anspruch 6, welche die Nukleotidsequenz 

TCCGCTCGTCTGAACTCCTGGGGTTGCGCTTTTCGTCAGGTTTGCCACACTACGGTACCGTG 
GGTAAACGACAGCTTAGCTCCGGACTGGGATAACATGACTTGGCAGGAATGGGAAAAACAGG 
TGCGCTACCTGGAGGCTAACATTTCTAAATCTCTGGAACAGGCTCAGGGA 

Oder Teilsequenzen davon oder funktioneNe Aequivalente dieser Nukleotidsequenz Oder Teilsequenzen 
einschliesst. 

8. Ein Expressionsvektor, worin eine DNA-Sequenz gemass Anspruch 6 oder 7 operativ an eine Expres- 
sionskontrollsequenz gebunden ist. 

9. Ein Expressionsvektor gemass Anspruchs 8, der in E. coli replizieren kann. 

10. Ein Expressionsvektor gemass Anspruch 9, der das Plasmid pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)-6xHis ist. 

11. Ein mit einem Expressionsvektor gemass einem der AnsprUche 8-10 transformrertes Bakterium. 

12. Ein mit einem Expressionsvektor gemass einem dem Anspruche 8-10 transformierter E. coli Stamm. 

13. Ein mit einem Expressionsvektor gemass einem der Anspruche 8-13 transformierter E. coli M15 
Stamm. 

14. Ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5 als Antigen. 

15. Verfahren zur Herstellung eines Polypeptids gemass einem der AnsprUche 1-5, dadurch gekennzeich- 
net, dass man ein Bakterium mit einem Expressionsvektor gemass einem der AnsprUche 8-10 
transformiert, dann unter geeigneten Wachstumsbedingungen kultiviert und das besagte Polypeptid 
isoliert und, falls gewunscht, reinigt. 

16. Verfahren zur Herstellung von HIV-Antikorpern, dadurch gekennzeichnet, dass man einem Sauger oder 
Vogel eine ausreichende Menge eines Polypeptids gemass einem der Anspruche 1-5 injiziert und die 
gebildeten Antikorper aus dem Serum dieser Tiere isoliert. 

17. Verfahren zum Nachweis von Antikorpern gegen HIV-Viren in menschlichen Seren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man 

(a) ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5 markiert; 

(b) dieses markierte Polypeptid mit einer menschlichen Serumprobe reagieren lasst; und 

(c) die in der Reaktionsmischung entstandenen markierten Polypeptid/AntikSrper-Komplexe nach- 
weist. 

18. Verfahren zum Nachweis von Antikorpern gegen HIV-Viren in menschlichen Seren, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man 

(a) ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5 an festem Tragermaterial immobilisiert; 

(b) eine menschliche Serumprobe mit dicsem immobilisierten Protein in Kontakt bringt; 

(c) nicht-gebundene Polypeptide und Antikorper durch Waschung entfernt; und 

(d) die gewaschenen immobilisierten Polypeptid/Antikorper-Komplexe durch Zugabe von markiertem 
Staphylococcus aureus Protein A oder durch Zugabe von markierten menschlichen anti-lg-Antikor- 
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p rn nachweist. 

19. Verfahren zum Nachweis von HIV-Viren oder Fragmenten davon in menschlichen Seren Oder anderen 
biologischen FlOssigkeiten, dadurch gekennzeichnet, dass man 

5 (a) eine menschliche Serumprobe Oder eine andere Korperflussigkeitsprobe mit einer bekannten 

Menge von Antikorpern gegen ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5 reagieren lasst; und 
(b) die in der Reaktionsmischung entstandenen Antigen/Antikorper-Komplexe nachweist. 

20. Verfahren gemass Anspruch 19, bet dem die Antikorper mit einem Enzym markiert sind und die in der 
to Reaktionsmischung entstandenen Antigen/Antikorper-Komplexe mittels Enzymimmunoassay nachge- 

wiesen werden. 

21. AntikSrper gegen ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5. 

rs 22. Antikdrper gemass Anspruch 21, die monoklonale Antikorper sind. 

23. Die Verwendung eines Polypeptids gemass einem der Anspruche 1-5 zur Herstellung von HIV- 
Antikorpern. 

20 24. Die Verwendung eines Polypeptids gemass einem der Anspruche 1-5 zum Nachweis von HIV- 
Antikbrpern in menschlichen Seren oder anderen biologischen Flussigkeiten. 

25. Die Verwendung eines Polypeptids gemass einem der Anspruche 1-5 zum Nachweis von HIV-Viren 
oder Fragmenten davon in menschlichen Seren oder anderen biologischen Flussigkeiten. 

25 

26. Test-Kit zur Bestimmung von HIV-Viren oder Fragmenten davon bestehend aus einem Gefass, welches 
HIV-Antikorper gegen ein Polypeptid gemass einem der Anspruche 1-5 enthalt 

27. Test-Kit zur Bestimmung von HIV- Antikorpern bestehend aus einem Gefass, welches ein Polypeptid 
30 gemass einem der Anspruche 1-5 enthalt. 

Claims 

1- A polypeptide having the amino acid sequence 

35 

SecAlaArgLeuAsnSerTrpGlyCysAlaPheArgGlnValCysHisThrThr 
ValProTrpValAsnAspSecLeuAlaPcoAspTrpAspAsnMetThrTrpGln 
40 GluTrpGluLysGlnValArgTynLeuGluAlaAsnlleSecLysSerLeuGluGlnAla 
GlnGly (ENV(60)) 

or fragments or functional equivalents thereof, covalently linked with an affinity peptide and a 
45 polypeptide whose amino acid sequence corresponds with at least one antigenic and/or immunogenic 
determinant of the HIV-1 envelope protein (env) and/or of the HIV-1 core protein (gag). 



50 



55 
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2. A polypeptide in accordance with claim 1 having the following formula 

MetArgGlySerGluAlaGlnGlnHisLeuLeuGlnLeuThrValTcpGlylleLysGla 
LeuGlnAlaArgI leLeuAlaValGluArgTyrLeuLysAspGlnGlnLeuLeuGlylle 
TrpGlyCysSecGlyLysLeul leCysThcThrALaValProTrpAsnAlaSecTrpSer 
AsnLysLeuLeuGluGlnl leTrpAsnAsnMetThcTrpMetGluTrpAspArgGluIle 
AsnAsnTyrThrGlySerGlyl leArgLeuArgProGlyGlyLysLysLysTyrLysLeu 
LysHisI leva lTrpA laser ArgGluLeuGluAr gPheAlaVal As nPcoGlyLeuLeu 
GluThrSerGluGlyCysArgGlnl leLeuGlyGlnLeuGlnPcoSerLeuGlnThcGly 
SerLysGluLeuArgSerLeuTyrAsnThrValAlaThrLeuTyrCysValHisGlnArg 
IleGluIleLysA6pThcLysGluAlaLeuAspLysValGluGluGluGlriAsnAsnSer 
LysLysLysAlaGlnGlnGluAlaAlaAspAlaGlyAsnArgAsnGlnValSerGlnAsa 
TyrPcoIleValGlaAsnLeuGlnGlyGLriMetValHisGlnAlalleSerProArgThc 
LeuAsnAlaTrpValLysValValGluGluLysAlaPheSecProGluVallleProMet 
PheSerAlaLeuSerGluGlyAlaThrProGlaAspLeuAsnThcMetLeuAsciThrVal 
GlyGlyHisGlnAlaAlaMe tGlnMe cLeuLysGluThr I leAsnGluGluAlaAlaGlu 
TrpAspArgLeuHisProVa lHisAlaGlyProl leAlaProGiyGlnMetAcgGluPro 
AcgGlySerAspIleAlaGlyThrThrSerThrLeuGlnGluGlnlleGlyTcpMetThr 
AsnAs nProProIlePcoValGlyGlui leTyrLysArgTrpIlelleLeuGlyLeuAsa 
LysIleValArgMetTyrSecProThrSer IleLeuAspIleLysGlnGlyProLysGlu 
ProPheArgAspTyrValAspArgPheTyrLysThrLeuArgAlaGluGlnAlaThrGla 



GluValLy6AsnTcpMetTHrGluThrLeuLeuValGlnAsaAlaAsnPcoAspCY^X^ 

ThrlleLeuLysAlaLeuGlyProAlaAlaThrLeuGluGluMetMetThrAlaCysGlD 

GlyValGlyGlyProGlyHisLysAlaArgValLeuAlaGluAlaMetSecGlnValThc 

GlySerAlaAlalleMetMetGlnArgGlyAsnPheAcgAsnGlnArgLysThcValLys 

CysPheAsnCysGlyLysGluGlyHislleAlaArgAsnCysArgAlaProArgLysLys 

GlyCysTrpLysCysGlyLysGluGlyHisGlnMetLysAspCysThrGluArgGlnAia 

AsnPheLeuGlyLysIleGlyArgSerAlaArgLeuAsnSecTrpGlycysAlaPheAcg 

GlnValCysHisThrThrValProTrpValAsnAsps.ecLeuAlaProAspTrpAspAsa 

MetThrTrpGlnGluTrpGluLysGlnValArgTycLeuGluAlaAsnlleSerLysSec 

LeuGluGlnAlaGlnGlySerHisHisHisHisHisHis 

(EtfV(80)-GAG(419)-ENV(60) ) (IV). 

3. A polypeptide in accordance with claim i or 2 having an additional methionine residue at the amino 

nd. 

4. A polypeptide in accordance with any one of claims 1-3, which has been produced in bacteria. 
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5. A polypeptide in accordance with any one of claims 1-3, which has been produced in E. coli. 

6. A DNA sequence which codes for a polypeptide in accordance with any one of claims 1-3. 

5 7. A DNA sequence in accordance with claim 6, which includes the nucleotide sequence 

TCCGCTCGTCTGAACTCCTGGGGTTGCGCTTTTCGTCAGGTTTGCCACACTACGGTACCG 
TGGGTAAACGACAGCTTAGCTCCGGACTGGGATAACATGACTTGGCAGGAATGGGAAAAA 
10 CAGGTGCGCTACCTGGAGGCTAACATTTCTAAATCTCTGGAACAGGCTCAGGGA 

or partial sequences thereof or functional equivalents of this nucleotide sequence or partial sequences. 

75 8. An expression vector in which a DNA sequence in accordance with claim 6 or 7 is operatively bonded 
to an expression control sequence. 

9, An expression vector in accordance with claim 8, which can replicate in E. coli. 

20 10. An expression vector in accordance with claim 9, which is the plasmid pRBSII-env(80)-gag(419)-env- 
(60)-6xHis. 

11. A bacterium transformed with an expression vector in accordance with any one of claims 8-10. 
25 12. An E. coli strain transformed with an expression vector in accordance with any one of claims 8-10. 

13. An E. coli M15 strain transformed with an expression vector in acordance with any one of claims 8-13. 

14. A polypeptide in accordance with any one of claims 1-5 as an antigen. 

30 

15. A process for the production of a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5, characterized 
by transforming a bacterium with an expression vector in accordance with any one of claims 8-10, then 
cultivating under suitable growth conditions and isolating and, where desired, purifying the said 
polypeptide. 

35 

16. A process for the production of HIV antibodies, characterized by injecting a sufficient amount of a 
polypeptide in accordance with any one of claims 1-5 into a mammal or bird and isolating the 
antibodies formed from the serum of this animal. 

40 17. A method for the detection of antibodies against HIV viruses in human sera, characterized by 

(a) labelling a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5; 

(b) reacting this labelled polypeptide with a human serum sample; and 

(c) detecting the labelled polypeptide/antibody complexes resulting in the reaction mixture. 

45 18. A method for the detection of antibodies against HIV viruses in human sera, characterized by 

(a) immobilizing a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5 on a solid carrier material; 

(b) bringing a human serum sample into contact with this immobilized protein; 

(c) removing non-bound polypeptides and antibodies by washing; and 

(d) detecting the washed immobilized polypeptide/antibody complexes by adding labelled Staphy- 
so lococcus aureus Protein A or by adding labelled human anti-lg antibodies. 

19. A method for the detection of HIV viruses or fragments thereof in human sera or in other biological 
fluids, characterized by 

(a) reacting a human serum sample or another body fluid sample with a known amount of antibodies 
55 against a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5; and 

(b) detecting the antigen/antibody complexes resulting in the reaction mixture. 
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20. A method in accordance with claim 19 : in which the antibodies are labelled with an nzyme and th 
antigen/antibody complexes resulting in the reaction mixture are detected by an enzyme immunoassay. 

21. Antibodies against a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5. 

22. Antibodies in accordance with claim 21, which are monoclonal antibodies. 

23. The use of a polypeptide in accordance with any one of claims 1 -5 for the production of HIV antibodies. 

24. The use of a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5 for the detection of HIV antibodies 
in human sera or in other biological fluids. 

25. The use of a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5 for the detection of HIV viruses or 
fragments thereof in human sera or in other biological fluids. 

26. A test kit for the determination of HIV viruses or fragments thereof, consisting of a container which 
contains HIV antibodies against a polypeptide in accordance with any one of claims 1-5. 

27. A test kit for the determination of HIV antibodies, consisting of a container which contains a polypeptide 
in accordance with any one of claims 1-5. 

Revendlcatlons 

1. Polypeptide comportant la sequence d'aminoacides 

SecAlaAcgLeuAsnSerTcpClyCysAlaPheArgGlnValCysHisThcThc 
ValProTcpVa lAs nAspSer LeuAlaProAspTcpAspAsnMetThrTrpGln 
GluTrpGluLysGinValAcgTy cLeuGluAlaAsnl 1 eSecLysSecLeuGlu 
GlnAlaGlnGly (ENV(60)) (I) 

ou des fragments ou equivalents fonctionnels de celle-ci, lie par covalence a un peptide d'affinite* et a 
un polypeptide dont la sequence d'aminoacides coincide avec au moins un groupe determinant 
antig^nique et/ou immunogene de la proteine d'enveloppe (env) de HIV-1 et/ou de la proline 
structural (gag) de HIV-1. 
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2. Polypeptide selon la revendication 1 , possedant la formule suivante: 

MetAcgGLySecGluAlaGlnGlnHiLSLeuLeuGlnLeuThcVaiTtpGlylleLysGla 

5 LeuGlnAUAcglleLeuAlaValGluArgTycLeuLysAspGlnGlnLeuLeuGlylle 
TrpGlyCysSerGlytysLeulleCysThcThcALaValPcoTrpAsnAlaSecTtpSer 
AsnLysLeuLeuGluGlnl leTr pAs nAsnMe tThcTr pMe tGluTnpAspAcgGluI le 

w AsnAsnTycThcGlySerGlylleAcgLeuArgPcoGlyGlyLysLysLysTycLysLou 
LysHisIleValTrpAlaSerArgGluLeuGluArgPheAlaValAsnProGlyLeuLeu 
GluThrSerGluGLyCysArgGlnl leLeuGlyGlnLeuGlnPcoSecUeuGlnThrGly 
SecLysGluLeuAcgSecLeuTynAsnThcValAlaThcLeuTycCysValHisGlnAcg 

75 1 leGluI leLysAs pThrLysG luAla LeuAs pLy sVa 1G luGluGluGlnAsnAsnStr 

LysLysLysAlaGlnG InG luAla Al aAs pAlaG lyAsnAr gAsnGlnVa LSecGlnAsa 
TycProIleValGlnAsnLeuGlnGlyGlnMetValHisGlnAlalleSecProArgThc 
LeuAsnAlaTrpValLysValValGluGluLysAlaPheSecPco^GluValllePcoMet 

20 PheSerAlaLeuSerGluGlyAlaThrPcoGLnAspLeuAsnThrMetLeuAsnThtVal 
GlyGlyHisGLnAlaALaMetGlnMetLeuLysGluThr I leAsnGluGluAlaAlaGlu 
TrpAspArgLeuHisPcoValHisAlaGlyProIleAlaProGlyGlnMetAcgGluPro 

25 AcgGlySerAspIleAlaGlyThcThrSerThcLeuGlnGluGlnlleGlyTrpMetThr 
AsnAsnPtoProlleProValGlyGluIleTycLysArgTcpIlelleLeuGlyLeuAsn 
LysIleValArgMetTycSerProThrSerl leLeuAspIleLysGlnGlyProLysGlu 
ProPheArgAspTyEValAspArqPheTycLysThrLeuArgAlaGluGlnAlaThrGla 

30 GluValLysAanTrpMetThrGluTncLeuLeuValGlnAsnAlaAsnProABpCyaLyt 
ThcIleLouLysAlaLeuGLyProAlaAUTnrLeuGluGluMetMetThrAlaCysGla 



GlyValGlyGlyPcoGlyHisLysAlaArgValLeuAlaGluAlaM#tSecGlnVaIThc 
GlySecAlaAlal LeMetMetGlnAcgGlyAsnPheArgAsnGlriArgLysThcValLys 
CysPheAsnCysGlyLysGluGlyHLs IleAlaArgAs nCysAcgAlaPr oAtgLysLys 

40 GlyCysTcpLysCysG ly Ly sG luG LyHisGlnMe tLys As pCysThrGluArgGlnAla 

AsnPheLeuGlyLysI leG lyAr gSei AlaAcgLeuAsnSecTrpGlyCysAlaPheAcg 
GlnValCysHisThtThrValProTr pValAsnAspSerLeuAlaProAspTrpAspAtn 
MetThcTrpGlnGluTrpGluLysGlnValArgTyrLeuGluAlaAsnlleSecLysSer 

45 LeuGluGlnAlaClnGlySerHisHisHisHisHisHis 

(ENV(80)-GAG(419)-ENV(60) ) (IV) 

so 3. Polypeptide selon la revendicaiion 1 on 2, comportant un residu methionine supplemental a 
rextr£mit£ amino. 

4. Polypeptide selon Tune des revendication s i f. 3, qui a ete produit dans des bacteries. 
55 5. Polypeptide selon Tune des revendication s l 1 3, qui a ete produit dans £ colt. 
6. Sequence d'ADN, codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 3. 
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7. S6qu nc© d'ADN selon la revendication 6, qui comprend la sequence nucledtidique 

TCCGCTCGTCTGAACTCCTGGGGTTGCGCTTTTCCTCAGGTTTGCCACACTACGGTACCGTG 
5 GGTAAACGACAGCTTAGCTCCGGACTGGGATAACATGACTTGCCAGGAATGGGAAAAACAGG 
TGCGCTACCTGGAGGCTAACATTTCTAAATCTCTGGAACAGGCTCAGGGA 

ou des sequences partielles de celle-ci. ou des equivalents fonctionnels de cette sequence nucledtidi- 
70 que ou de ces sequences partielles. 

8. Vecteur depression, dans lequel une sequence d'ADN selon la revendication 6 ou 7 est fonctionnelle- 
ment lied a une sequence regulatrice d'expression. 

T5 9. Vecteur d'expression selon la revendication 8, qui peut se repliquer dans £ coli. 

10. Vecteur d'expression selon la revendication 9, qui est le plasmide pRBSII-env(80)-gag(419)-env(60)- 
6xHIS. 

20 11. Bactede transformed par un vecteur d'expression selon Tune des revendications 8 a 10. 

12. Souche de E. coli transformed par un vecteur d'expression selon Tune des revendications 8 a 10. 

13. Souche M15 de E. coli transformed par un vecteur d'expression selon Tune des revendications 8 a 13. 

25 

14. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, en tant qu'antigene. 

15. Procede* pour la production d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, caracte>ise* en ce 
que Ton transforme une bacterie par un vecteur d'expression selon Tune des revendications 8 a 10, 

30 puis on la cultive dans des conditions de croissance approprieds, et on isole et, si on le dedire, purifie 
ledit polypeptide. 

16. Procede* pour la production d'anticorps contre le HIV, caracterise en ce que Ton injecte a un 
mammifere ou un oiseau une quantite suffisante d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, 

35 et on isole a partir du serum de ces animaux les anticorps formes. 

17. Precede pour la detection d'anticorps diriges contre des virus de type HIV dans des scrums humains, 
caracterise en ce que 

(a) on marque un polypeptide selon I'unw des revendications 1 a 5,; 
40 (b) on fait redgir ce polypeptide marque avec un echantillon de serum humain; et 

(c) on met en evidence les complexes polypeptide/anticorps marqued, formes dans le melange 
redctionnel. 

18. Procede* pour la detection d'anticorps diriges contre des virus de type HIV dans des scrums humains, 
45 caracterise* en ce que 

(a) on immobilise sur un materiau de support solide un polypeptide selon Tune des revendications 1 
a 5; 

(b) on met en contact un echantillon ce serum humain avec cette proline immobilised; 

(c) on ^limine par lavage les anticorps ei polypeptides non lies; et 

so (d) on met en Evidence les complexes polypeptide/anticorps immobilised, laved, par addition de 

proline A marquee de Staphylococcus aureus ou par addition d'anticorps anti-lg humains 
marques. 

19. Procede* pour la detection de virus de type HIV ou de fragments de ceux-ci, dans des seVums humains 
55 ou d'autres liquides biologiques, caracterise en ce que 

(a) on fait redgir un echantillon de serum humain ou un autre liquide corporel avec une quantite* 
connue d'anticorps diriges contre un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5; et 

(b) on met en Evidence les complexes a. ttigene/anticorps formes dans le melange redctionnel. 
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20. Proc^de* s Ion la revendi cation 19 dans lequci les anticorps sont marques a I'aide d'une enzyme t les 
complexes antigene/anticorps formes dans ie melange reactionnel sont mis en Evidence au moyen d'un 
essai immuno-enzymatique. 

s 21. Anticorps dirige* contre un polypeptide selon rune des revendications 1 a 5. 

22. Anticorps selon la revendication 21, qui sont des anticorps monoclonaux. 

23. Utilisation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, pour la production d'anticorps contre 
10 le HIV. 

24. Utilisation d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5, pour la detection d'anticorps contre le 
HIV dans des se>ums humains ou d'autres liquides biologiques.* 

is 25. Utilisation d'un polypeptide selon i'une des revendications 1 a 5, pour la detection de virus de type HIV 
ou de fragments de ceux-ci dans des serums humains ou d'autres liquides biologiques. 

26. N§cessaire d'essai pour la determination de virus de type HIV ou de fragments de ceux-ci, constitue* 
d'un recipient qui contient des anticorps conire le HIV, diriges contre un polypeptide selon Tune des 

20 revendicatioins 1 a 5, 

27. Necessaire d'essai pour la determination d'amicorps contre le HIV, constituS d'un recipient qui contient 
un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 5. 
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Fig. 3 
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r lQ- 3 i For tsetzung ) 

3951 ACAAATAGGG GTTCCGCGCA CATTTCCCCG AAAAGTGCCA CCTGACGTCT 
4001 AAGAAACCAT TATTATCATG ACATTAACCT ATAAAAATAG GCGTATCACG 
4051 AGGCCCTTTC GTCTTCAC 
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1 CTCGAGAAAT CAT AAAAAAT TTATTTGCTT TGTGAGCGGA TAACAATTAT 
51 AATAGATTCA ATTGTGAGCG CA7AACAATT TCACACAGAA TTCATTAAAG 
101 AGGAGAAATT AACT ATGAGA CGA7CCG7CG ACCTGCAGCC AAGCTTAATT 
151 AGCTGAGCTT CGACTCCTGT 7 GAT AGATCC AGTAATGACC TCAGAACTCC 
201 ATCTGGATTT GTTCAGAACG C7CGGTTGCC GCCGGGCGTT TTTTATTGGT 
251 GAGAATCCAA GCTAGCTTGG CGAGATTTTC AGGAGCTAAG GAAGCTAAAA 
301 TGGAGAAAAA AATCACTGGA TATAGCACCG TTGATATATC CCAATGGCAT 
351 CGTAAAGAAC ATTTTGAGGC ATTTCAGTCA GTTGCTCAAT GTACCTATAA 
401 CCAGACCGTT CAGCTGGATA TTACGGCCTT TTTAAAGACC GTAAAGAAAA 
451 ATAAGCACAA GTTTTATCCG G GCTTTATTC ACATTCTTGC CCGCCTGATG 
501 AATGCTCATC CGGAATTTCG 1 ATGTCAATG AAAGACGGTG AGCTGGTGAT 
551 ATGGGATAGT GTTCA.CCCTT GITAGACCGT TTTCCATGAG CAAACTGAAA 
601 CGTTTTCATC GCTC7GGAG7 CA7ACCACG ACGATTTCCG GCAGTTTCTA 
651 CACATATATT CGCAACA7GT G :CG7GTTAC GGTGAAAACC TGGCCTATTT 
701 CCCTAAAGGG TT7ATTCAGA ATATGTTTTT CGTCTCAGCC AATCCCTGGG 
751 TGAGTTTCAC CAG7TTTGAT TTAAACGTGG CCAATATGGA CAACTTCTTC 
801 GCCCCCGTTT TCACCATGGG CAAATATTAT ACGCAAGGCG ACAAGGTGCT 
851 GATGCCGCTG GCGA7TCAGG 7 "CA7CATGC CGTCTGTGAT GGCTTCCATG 
901 TCGGCAGAAT GC7TAATGAA 7.ACAACAGT ACTGCGATGA GTGGCAGGGC 
951 GGGGCGTAAT 7T7777AAGG C . G77ATTGG TGCCCTTAAA CGCCTGGGGT 
1001 AATGACTCTC TAGCTTGAGC C/.7CAAATAA AACGAAAGGC TCAGTCGAAA 
1051 GACTGGGCCT 77CG77T7A7 C.J77GTTTG TCGGTGAACG CTCTCCTGAG 
1101 TAGGACAAAT CCGCCGC7CT~A JAGCTGCCT CGCGCGTTTC GGTGATGACG 
1151 GTGAAAACCT CTGACACATG CAGC7CCCGG AGACGGTCAC AGCTTGTCTG 
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1201 TAAGCGGATG CCGGGACCAG ACAAGCGCGT CAGGGCGCGT CAGCGGGTGT 
1251 TGGCGGGTGT CGGGGCGCAG CCATGACCCA GTCACGTAGC GATAGCGGAG 
1301 TGTATACTGG CTTAAC7ATG CGGCATCAGA GCAGATTGTA CTGAGAGTGC 
1351 ACCATATGCG GTC7GAAATA CCGCAC AGAT GCGTAAGGAG AAAATACCGC 
1401 ATCAGGCGCT CTTCCGCTTC CTCCC7CACT GACTCGCTGC GCTCGGTCTG 
1451 TCGGCTGCGG CGAGCGGTAT CAGCTCACTC AAAGGCGGTA ATACGGTTAT 
1501 CCACAGAATC AGGGGATAAC GCAGGAAAGA ACATGTGAGC AAAAGGCCAG 
1551 CAAAAGGCCA GGAACCG7AA AAACGC ZZCG TTGCTGGCGT TTTTCCATAG 
1601 GCTCCGCCCC CCTGACG AGG ATCACAAAAA TCGACGCTCA AGTCAGAGGT 
1651 GGCGAAACCC GACAGGACTA TAAAGATACC AGGCGTTTCC CCCTGGAAGC 
1701 TCCCTCGTGC GCTCTCCTGT TCCGACCCTG CCGCTTACCG GATACCTGTC 
1751 CGCCTTTCTC CC7TCGGGA„-\ GCGTGGCGCT TTCTCAATGC TCACGCTGTA 
1801 GGTATCTCAG TTCCGTG7AG GTCGTTCGCT CCAAGCTGGG CTGTGTGCAC 
1851 GAACCCCCCG TTCAGCGCCA CCGCTCCCCC TTATCCGGTA ACTATCGTCT 
1901 TGAGTCCAAC CCGGT.AAGAG ACGAC77ATC GCCACTGGCA GCAGCCACTG 
1951 GTAACAGGAT TAGCAGAGCG AGGTATGTAG GCGGTGCTAC AGAGTTCTTG 
2001 AAGTGGTGGC CTAACTACGG CTACACTAGA AGGACAGTAT TTGGTATCTG 
2051 CGCTCTGCTG AAGCGAG7TA CCTTCGGAAA AAGAGTTGGT AGCTCTTGAT 
2101 CCGGCAAACA AACCACCGC7 GGTAGCGGTG GTTTTTTTGT TTGCAAGCAG 
2151 CAGATTACGC GCAGA-\AAA.A AGGA7C7CAA GAAGATCCTT TGATCTTTTC 
2201 TACGGGGTCT GACGCTCAGT GGAACGAAAA CTCACGTTAA GGGATTTTGG 
2251 TCATGAGATT ATCAAAAACG ATCTTCACCT AGATCCTTTT AAATTAAAAA 
2301 TGAAGTTTTA AATC.AATGTA AAGTA1 A 7 AT GAGTAAACTT GGTCTGACAG 
2351 TTACCAATGC TTAATCAGTG AGGCACCTAT CTCAGCGATC TGTCTATTTC 
2401 GTT CATC CAT AGCTGCCTGA CTCCCCGTCC TGTAGATAAC TACGATACGG 
2451 GAGGGCTTAC CATCTCGCCC CAGTGC7GCA ATGATACCGC GAGACCCACG 
2501 CTCACCGGCT CCAG A77TA I" CAGCAA "AAA CCAGCCAGCC GGAAGGGCCG 
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2551 AGCGCAGAAG "ZSTCZ'VZCA ACTTVATCCG CCTCCATCCA GTCTATTAAT 
2601 TGTTGCCGGG AAGCTACAGT AAGTAGTTCG CCAGTTAATA GTTTGCGCAA 
2651 CGTTGTTGCC ATTGCTACAG GCATCGTGGT GTCACGCTCG TCGTTTGGTA 
2701 TGGCTTCATT CAGCTCCGGT TCCCAACGAT CAAGGCGAGT TACATGATCC 
2751 CCCATGTTGT GCAAAAAAGC GGTTAGCTCC TTCGGTCCTC CGATCGTTGT 
2801 CAGAAGTAAG TTGGCCCCAG TGTTATCACT CATGGTTATG GCAGCACTGC 
2851 ATAATTCTCT 7ACTGTCATG CCA" 'JCGTAA GATGCTTTTC TGTGACTGGT 
2901 GAGTACTCAA CCAAGTCATT CTGA ."■ AATAG TGTATGCGGC GACCGAGTTG 
2951 CTCTTGCCCG GCG7CAA7AC GGCATAATAC CGCGCCACAT AGCAGAACTT 
3 001 TAAAAGTGCT CATCATTGGA AAACGTTCTT CGGGGCGAAA ACTCTCAAGG 
3051 ATCTTACCGC TCTTCAGATC CAG77CGATG TAACCCACTC GTGCACCCAA 
3101 CTGATCTTCA GCATCTTTTA CTTTCACCAG CGTTTCTGGG TGAGCAAAAA 
3151 CAGGAAGGCA A^ATCCCGCA AAAAAGGGAA TAAGGGCGAC ACGGAAATGT 
3201 TGAATACTCA 7AC7G77CCT TT777AA7AT TATTGAAGCA TTTATCAGGG 
3251 TTATTGTCTC ATCACCC.:AT ACATATTTGA ATGTATTTAG AAAAATAAAC 
3301 AAATAGGGGT Tl : CACA TT7 C ." _CGA~A AAGTGCCACC TGACGTCTAA 
3351 GAAACCATTA TTATCATCAC ATTALA CCT AT AAAAATAGGC GTATCACGAG 
3401 GCCCTTTCGT CTTCAC 
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Fig. 16 
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1 GAGCTCTCTCGACGCAGGACTCGGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAGG 
51 CGAGGGGGGGCC-ACTGGTGAGTAC3CCAAAAATTTTGACTAGCGGAGGCT 
101 AG AAG G A G A G A G A T G G GTG C G A G A G C G T C A G TATTAAG C GG G G GAAAATT 
151 AG AT CG ATG G G AAAAAATT C G G 7 7 AA G G C G AGG GG G AAAG AAAAAATATA 
201 AATTAAAACATATAGTATGGGCAAGCAGGGAGCTAGAACGATTCGCAGTT 
251 AA T C C T G G C C 7 G 7 7 A G AAA CAT C A G AA G G G T GT AG A C AAAT A CTG G G ACA 
301 G CTA C AA C C A T C C C T T C AG A C A G G A T C AAAAG AA CTTAG AT CATTATATA 
351 ATACAGT AG C AA C C GT CTATTGTG TG CAT CAAAGG ATAGAGATAAAAG AC 
401 ACCAAGG AAG GTTT AG ACAAG ATA G AGG AAGAGCAAAACAAAAGTAAGAA 
4 51 AAAAG C AC AG CAAG C AGCAGCTG A G ACAGGACACAGCAGCCAGGTCAGCC 
501 AAAATTACCCTATA JTGCAGAACA GCCAGGGGCAAATGGTACATCAGGCC 
551 ATATCACCTA JAACTTTAAATGCA 1" G G G T AAAAGTAGTAGAAG AGAAGG C 
601 TTTCAGCCCAGAAGTGATACCCA- JTTTTCAGCATTATCAGAAGGAGCCA 
651 C C C C A C AA G A T T T A~A A CA C CAT G G AAAACACAGTGGGGGGACATCAAGCA 
701 G C CAT G C AAA T G T T AAAA G A G A C G A T C AAT GAG G AAG CTG C AG AATG GG A 
751 TAGAGTGCATCCAGTGCATGCAGGGCCTATCGCACCAGGCCAGATGAGAG 
801 AACCAAGGGGAAGTGACATAGCAGGAACTACTAGTACCCTTCAGGAACAA 
851 ATAG G AT G G A T G A C AAJVTAATC G A G C T AT C C C AGT AG G AG AAATTT ATAA 
901 AAG AT G G A T AA T C C 7 G G G ATT AAA 7 AAAAT AGTAAG AATG TA TAG C C CTA 
951 CCAG C ATT CT G G ACA T AAG A C AA C G AC C AAAAG AAC CCTTTAG AG ACTAT 
1001 GTAGACCGG77C7A/:aJ^AACTC7A.\GAGCCGAGCAAGCTTCACAGGAGGT 
1051 AAAAAATT G G A. T G A G AG AAA C C 7 G GTTCGTCCAAAATGCGAACCCAGATT 
1101 GTAAGACTAT7T7A7.AAGCATTGC lACCAGCGGCTACACTAGAAGAAATG 
1151 ATGACAGCATGTCAGGGAGTAGC: ; G A C C C G G C C A T AAG G C AAG AGTTTT 
1201 G G CT G AA G C AA. X G A G CCAAGTAAC .'-AAT T C AGCTA C CATAATGATG CAG A 
1251 GAGGCAATTT7AGGAACCAAAGAG -.GATTGTTAAGTGTTTCAATTGTGGC 
1301 AAAG AAG G G C A. C A G . . G CC AG AAA." ."GCAGGGCCCCTAGGAAAAAGGGCTG 
1351 TTGG AAAT G T G G AAA G G AAG G A C A. G CAAATGAAAGATTGTACTGAGAGAC 
1401 AGGCTAATTT777AGGGAAGATG7 
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1 AAGCTTTAGA CAAGGTAGAG GAAGACCAAA ACAACAGTAA GAAAAAGGCA 

51 CAGCAAGAAG CAGCTGAGGC AGGAA/ :v,GA AACCAGGTCA GCCAAAATTA 

101 CCCTATAGTG CAAAACJTAC AGGGACAAAT GGTACATCAG GCCATATCAC 

151 CTAGAACTTT AAATGCATGG GTAAAAJTAG TGGAAGAGAA GGCTTTCAGC 

201 CCAGAAGTAA TACCCATGTT TTCAGGATTA TCAGAAGGAG CCACCCCACA 

251 AGATTTAAAC ACGATGCTAA ACACAGTGGG GGG AC ATCAA GCAGCCATGC 

301 AAATGTTAAA A G AAA C C AT C AATGAG JAAG CTGCAGAATG GGATAGATTG 

351 CACCCAGTGC ATGCAGGGCC TATTGCACCA GGCCAGATGA GAGAACCAAG 

401 GGGAAGTGAC A T A G C A. C. J AA CTACTA TAG CGTTCAGGAA CAAATAGGAT 

451 GGATGACAAA TAATGCAJGT ATCCGA .TAG GAGAAATATA TAAGAGATGG 

501 ATAATCCTGG GATTAA. . rAA AATAGT.'AGA ATGTATAGCC CTACCAGCAT 

551 TCTGGATATA AAACAAGGAC CAAAAGAACC CTTTAGAGAT TATGTAGACC 

601 GGTTCTATAA AACCGTAAGA GCCGAGCAAG CTACACAGGA AGTAAAAAAT 

651 TGGATGACAG AAACCTTGTT GGTCCAA.AAT GCGAATCCAG ATTGTAAGAC 

701 TATTTTAAAA GCATTACGAC CAGCAG..TAC ACTAGAAGAA ATGATGACAG 

751 CATGTCAGGG kC r "GGG-:^GA CCCGCZ T\TA AAGCAAGAGT TTTGGCTGAA 

801 GCAATGAGCG AACTAA ITAGG TTCAGC GCC ATAATGATGC AGAGAGGCAA 

851 TTTTAGGAAG CAAAGAAAGA CTGTTA. . TTG TTTCAATTGT GGCAAAGAAG 

901 GGCACATAGC CAGAAATTGC AGGGCCGCTA GGAAAAAGGG CTGTTGGAAA 

951 TGTGGAAAGG AAGGACATCA AATGAA-JGAT TGCACAGAAA GACAGGCTAA 

1001 TTTTTT AG GG AAGATGT ZGC CTTCCCACAA GGGGAGGCCA GGAAATTTTC 

1051 TTCAGAGCAG ACCA.GA _ JCA ACAGGC/::AC CAGAAGAGAG CTTCAGGTTT 

1101 GGGGAAGCAA CAGGTC ;TC TCAGAA ; :AG GAGCCGATAG ACAAGGAACT 

1151 GTATCCCTTA GGGTGG :; TGA AATCAG l.TT TGGCAGCGAC CCCTCGTCAC 
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1201 AATAAAGATA .GGGGGCAAC TAAA GGAAGC TCTATTAGAT ACAGGAGCAG 

1251 ATGATACAGT AGTAGAAGAA ATGA JTTTGC CAGGAAGATG GAAACCAAAA 

1301 ATGATAGGAG GAATTGGAGG TTTTATCAAA GTAAGACAGT ATGATCAGAT 

1351 ACTCGTAGAA ATCTGTGGAC ATAAAGCTAT AGGTACAGTA TTAGTAGGAC 

1401 CTACACCTGT CAA.CATAATT GGAAJAAATC TGTTGACTCA GATTGGTTGC 

1451 ACTTTAAATT TTCCCATTAG TCCTATTGAA ACTGTACCAG TAAAATTAAA 

1501 GCCAGGAATG GATGGCCCAA AAGTTAAACA ATGGCCATTG ACAGAAGAAA 

1551 AAATAAAAGC ATTAATAGAA ATTT GTACAG AAATGGAAAA GGAAGGGAAA 

1601 ATTTCAAAAA TTGGGCCTGA AAAT J CAT AC AATACTCCAG TATTTGCCAT 

1651 AAAGAAAAAG GACAGTACTA AATG IAGAAA ATTAGTAGAT TTCAGAGAAC 

1701 TTAATAAAAG AA. C T C AAG AT TTCTGGGAAG TTCAATTAGG AATACCACAT 

1751 CCCGCAGGGT 7 A AAAAAG AA AAAA L'CAGTA ACAGTCCTGG ATGTGGGTGA 

1801 TGCATATTTT TCAGTTCCCC TAGATAAAGA CTTCAGAAAA TATACTGCAT 

1851 TTACCATACC TAG TAT AAA C AATGAGACAC CAGGGATTAG ATATCAGTAC 

1901 AATGTGCTTC CACAGGGATG G AAA G G AT C A CCAGCAATAT TCCAAAGTAG 

1951 CATGACAAAA ATCTTAGACC CTTT AGAAA ACAAAATCCA GACATAGTTA 

2001 TCTATCAATA CATGGATGAT TTGTATGTAG GATCTGACTT AGAAATAGAG 

2051 CAGCATAGAA GAAAAATAGA GG A A. ."""GAG A CAGCATCTGT TGAAGTGGGG 

2101 ATTTACCACA CC AG AC AAAA AACAT I'AG AA AGAACCTCCA TTCCTTTGGA 

2151 TGGGTTATGA ACTCCATCCT GATAAATGGA CAGTACAGCC TATAGTGCTG 

2201 CCAGAAAAAG ACAGCTGGAC TGTCAATGAC ATACAGAAGT TAGTGGGAAA 

2251 ATTGAATT GG GCAAGTCAGA TTTA7GCAGG GATTAAAGTA AAGCAATTAT 

2301 GTAAGCTACT TAGGGGACCC AAAG ACTAA CAGAAGTAAT ACCACTAACA 

2351 AAAG AAG C AG AGCTAGAACT AGCA:.AAAAC AGGGAGATTC TAAAAGAACC 

2401 AGTACATGGA CTGTATTGTG ACCC. i'CA/vA AGACTTAGTA GCAGAAATAC 

2451 AGAAGCAGGG GGAAGGCCAA TGGA.7.7ATC AAATTTATCA AGAACCATTT . 

2501 AAGAATCTGA AAA C AG G AAA GTAT1 CAAGA ATGAGGGGTG CCCACACTAA 

2551 TGATATAAAA CAGTTAACAG AGGCAJTGCA AAAAATAGCC ACAGAAGGCA 
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2501 TAGTAATATG GCG AAAG ACT CCTAAA7TTA GACTACCCAT ACAAAAGGAA 
2651 ACATGGGAAG CAXGGTGGAC GGAGTA.TTGG CAAGCCACCT GGATTCCTGA 
2701 GTGGGAGTTT G7GAATACCC CTCCC7TAGT GAAATTATGG TACCAGTTAG 
2751 AGAAAGAACC C A TAG TAG G A GCAGAAACTT TCTATGTAGA TGGGGCAGCT 
2801 AATAGGGAGA CTAAATTAGG AAAAGCACGA TATGTTACTG ACAGGGGAAG 
2851 ACAAAAAGTT GTC'TCCCTAA ATGACA.CAAC AAATCAGAAG ACTGAGTTAC 
2901 AAGCAATTCA TCTACCTTTG CAGGA77CGG GACTAGAAGT AAACATAGTA 
2951 ACAGACTCAC AATA7G G ATT AGGAA77AT7 CAAGCACAAC CAGATAAAAG 
3001 TGAATCAGAG TTAGTCAGTC AAATAATAGA GCAGTTAATa" AAAAAGGAAA 
3051 AGGTCTACCT GGCATGGGTA CCAGCACACA AAGGAATTGG AGGAAATGAA 
3101 CAAGTAGATA AATTAGTCAG TGCTGGAATC AGAAAAGTAC TATTTTTAGA 
3151 TGGAATAGAT AAGGCCCAAG AAGACCATGA GAAATATCAC AGTAATTGGA 
3201 GAGCAATGGG TAATGATTTT AACCTGGCAC CTGTAGTAGC AAAAGAAATA 
3251 GTAGCCAGCT G7GATAAATG TCAGC'IAAAA GGAGAAGCCA TGCATGGACA 
3 301 AGTAGACTGT AGTC GAGGAA TATGGCAACT AGATTGTACA CATTTAGAAG 
3351 GAAAAATT A T CC'VGGTAGCA GTTCA" ;TAG CTAGTGGATA TATAGAAGCA 
34 01 GAAGTCATTG CAGTAGAGAC AGGGGAJG AA ACAGCATATT TTCTCTTAAA 
3451 ATTAGCAGGA AG ATG G C CAG TAAAAACAGT ACATACAGAC AATGGCCCTA 
3501 ATTTCACCAG TACTACGGTT AAGGCGG CCT GTTGGTGGGC AGGGATCAAG 
3551 CAGGAATTTG GCATTCCCTA CAATGC.IVJAA AGTCAAGGGG TAGTAGAATC 
3601 TATGAATAAA G A G T T AAAG A AAATTATAGG ACAGGTAAGA GATCAGGCTG 
3651 AACATCTTAA GACAGCAGTA CAAATG .-GAG TATTCATCCA CAATTTTAAA 
3701 AG AAAAG G G G G G A T TGGGGG G T A C A G : C A G G G G AAAG AA TAGTAG AC AT 
3751 AATAGCAACA G A 7 A T A C AAA CTAAAGAATT ACAAAAACAA ATTACAAAAA 
3801 TTCAAAATTT TCC G GTTTAT TACAGGGAGA GGAGAGAACC ATTTTGGAAA 
3851 GGACCAGCAA AGCTT 
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